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Resumo 
 
Objetivou-se com este estudo analisar a morfologia e a viabilidade tecidual de 
folículos ovarianos pré-antrais de fetos bovinos por meio de análise histológica, sondas 
fluorescentes em microscopia confocal, antes e após os procedimentos de vitrificação/ 
aquecimento com ou sem o antioxidante resveratrol. Foram fragmentados 18 ovários e os 
fragmentos distribuídos aos grupos controle (C), vitrificado sem resveratrol (SR) e vitrificado 
com resveratrol (CR) na concentração de 20 µM. No experimento 1 foi realizada análise 
morfológica dos folículos pré-antrais inclusos em fragmentos de tecidos ovarianos por 
histologia clássica. Os folículos pré-antrais foram quantificados e classificados de acordo com 
a fase de desenvolvimento. O percentual médio de folículos normais foi maior (P < 0,05) no 
grupo de folículos vitrificados com resveratrol em relação aos vitrificados sem a adição do 
antioxidante. No grupo de folículos vitrificados com resveratrol a classe de folículos 
primordiais apresentou maior percentual (P < 0,05) de folículos normais. Em contrapartida a 
classe de folículos secundários apresentou o menor percentual (P < 0,05) de folículos normais 
em todos os tratamentos. Adicionalmente, foi observada uma associação negativa entre a 
proporção de folículos viáveis e o estágio de desenvolvimento folicular. A probabilidade de se 
encontrar folículos viáveis foi superior (P < 0,05) no grupo de folículos vitrificados na 
presença do resveratrol e os folículos primordiais do grupo com resveratrol apresentaram 2,5 
vezes mais chance de viabilidade após a vitrificação. A chance de se observar folículos 
normais foi maior (P < 0,05) nas fases iniciais de desenvolvimento folicular. O diâmetro dos 
folículos de transição e de seus respectivos ovócitos foi menor quando submetidos ao 
processo de vitrificação com resveratrol (P < 0,05). Na classe de folículos primários, os 
diâmetros foliculares e ovocitários foram semelhantes (P > 0,05) entre os grupos estudados. 
No experimento 2 foi realizada a análise de viabilidade tecidual por meio da técnica de 
microscopia confocal que avaliou os níveis de emissão de espécies reativas de oxigênio 
(EROs- DCF) e de viabilidade tecidual (iodeto de propídeo- IP). Os níveis de degeneração 
tecidual no grupo de fragmentos vitrificados com resveratrol foram semelhantes (P > 0,05) 
aos do grupo controle. Os níveis de EROs foram semelhantes entre os grupos vitrificados e 
vitrificados com resveratrol e inferior em relação ao grupo controle. A intensidade de 
fluorescência emitida com a utilização de ambas probes diminuiu (P < 0,05) com o aumento 
da profundidade tecidual analisada. Além disso, a análise de regressão linear apresentou 
correlação negativa entre intensidade de fluorescência e a profundidade tecidual. Observou-se 
uma associação positiva (P < 0,01) entre os níveis de células degeneradas e as taxas de EROs 
produzidas nos tratamentos em diferentes profundidades do tecido ovariano, 
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independentemente do tratamento e da profundidade tecidual os grupos apresentaram 
similaridade para os baixos EROs. A proporção de fragmentos com alto nível de EROs foi 
superior no grupo controle comparado aos grupos vitrificados. Em conclusão, o resveratrol 
favoreceu a preservação de folículos ovarianos pré-antrais em fases iniciais de 
desenvolvimento quando submetidas ao processo de vitrificação/ aquecimento, além de 
proporcionar redução na produção de EROs e maior viabilidade celular.  
 
Palavras-chave: Folículo pré-antral. Microscopia confocal. Morfologia. Resveratrol.
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Abstract 
 
 The aim of this study was to analyze the morphology and tissue viability of preantral 
follicles of bovine fetuses by means of histological analysis, fluorescence probes diacetate 
diclodihydrofluocein and propidium iodide in confocal microscopy, before and after 
vitrification / warning procedures without or with antioxidant resveratrol. The ovaries (n=18) 
were fragmented and the fragments distributed to the control (C) groups, vitrified without 
resveratrol (SR) and vitrified with resveratrol (CR) at the concentration of 20 ȝM. The 
experiment 1, morphological analysis of the preantral follicles included in fragments of 
ovarian tissues by classical histology was performed. The preantral follicles were quantified 
and classified according to the developmental stage. The mean percentage of normal follicles 
was higher (P <0.05) in the group of follicles vitrified with resveratrol than in the vitrified 
without the addition of the antioxidant. In the group of follicles vitrified with resveratrol the 
class of primordial follicles had a higher percentage (P <0.05) of normal follicles. In contrast, 
the secondary follicle class had the lowest percentage (P <0.05) of normal follicles in all 
treatments. In addition, a negative association was observed between the proportion of viable 
follicles and the stage of follicular development. The probability of finding viable follicles 
was higher (P <0.05) in the group of vitrified follicles in the presence of resveratrol and 
follicles of the group with resveratrol presented 2.5 times more chance of viability after 
vitrification. The chance of observing normal follicles was higher (P <0.05) in the early stages 
of follicular development. The diameter of the transitional follicles and their respective 
oocytes was lower when submitted to the vitrification process with resveratrol (P <0.05). In 
the primary follicle class, the follicular and oocyte diameters were similar (P> 0.05) between 
the studied groups. The experiment 2, the tissue viability analysis was performed using a 
confocal microscopy technique that evaluated the fluorescence levels emitted by DCF and IP. 
The fluorescence levels emitted by PI in the group of fragments vitrified with resveratrol were 
similar (P> 0.05) to the control group. The levels of EROs were similar between the vitrified 
and vitrified groups with resveratrol and lower in relation to the control group. The intensity 
of fluorescence emitted with the use of both probes decreased (P <0.05) with the increased 
tissue depth analyzed. In addition, linear regression analysis showed a negative correlation 
between fluorescence intensity and tissue depth. A positive association (P <0.01) was 
observed between the degenerate cell levels and the ROS rates produced in the treatments 
with different depths of ovarian tissue, regardless of treatment and tissue depth, groups 
showed similarity to low ROS.. The proportion of fragments with high level of EROs was 
higher in the control group compared to the vitrified groups. In conclusion, resveratrol 
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favored the preservation of preantral follicles in the early stages of development when 
submitted to the vitrification / warning process, as well as to reduce the production of ROS 
and greater cell viability.  
 
Keywords: Preantral follicles. Confocal microscopy. Morphology. Resveratrol. 
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1 INTRODUÇÃO  
 
As biotécnicas reprodutivas têm o objetivo de melhorar a eficiência reprodutiva de 
animais geneticamente superiores ou ameaçados de extinção e de preservar folículos pré-
antrais de mulheres jovens submetidas a tratamentos quimioterápicos ou com problemas de 
infertilidade. Entre as biotécnicas da reprodução a criopreservação de tecido ovariano é uma 
técnica promissora que pode garantir a preservação de gametas femininos de espécies animais 
e a recuperação da fertilidade em mulheres. 
O desenvolvimento e o aprimoramento de técnicas que visam à recuperação e o 
crescimento in vitro de folículos pré-antrais são imprescindíveis para o restabelecimento 
fisiológico, a preservação morfológica. Os tecidos ovarianos podem ser criopreservados tanto 
pela técnica de congelamento lento (BORGES et al., 2009) como por vitrificação 
(BANDEIRA et al., 2015). A técnica de vitrificação tem a vantagem de minimizar a formação 
de cristais de gelo e a formação de EROs que danificam o tecido (FAUSTINO et al., 2011). 
Após procedimento de vitrificação o tecido ovariano pode ser destinado ao transplante no qual 
a maturação folicular ocorre in vivo (LUNARDI et al., 2012) ou ao crescimento folicular in 
vitro (CARVALHO et al., 2014). Na tentativa de minimizar danos morfológicos e a produção 
EROs provenientes do processo de criopreservação, estudos têm sugerido a adição de 
antioxidantes como a catalase (CARVALHO et al., 2013), o α tocoferol (SILVA et a., 2011), 
a trealose (LUZ et al., 2011) e o resveratrol (TAKEO et al., 2014) em soluções de vitrificação/ 
aquecimento (GIARETTA et al., 2013). 
O antioxidante resveratrol, proveniente de cascas de uvas vermelhas tem se destacado 
por ativar vias relacionadas à ativação mitocondrial a partir do gene SIRT-1, presente nas 
células da granulosa, ovócitos e blastocistos (WANG et al., 2013). Estudos em relação à 
adição de resveratrol em meios de vitrificação/ aquecimento tem apresentado resultados 
satisfatórios no cultivo de ovócitos, na taxa de eclosão e qualidade de embriões bovinos 
(SALZANO et al., 2014) e na maturação e na vitrificação/ aquecimento previne e inibe os 
danos causados pela criopreservação  (GIARETTA et al., 2013).  
Acredita-se que o resveratrol beneficie folículos pré-antrais inclusos em tecido 
ovariano de fetos bovinos, e que seu efeito antioxidante mantenha a integridade de membrana 
plasmática dos folículos pré-antrais permitindo a preservação morfologica e viabilidade 
celular. 
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2 OBJETIVOS 
 
2.1 OBJETIVOS GERAIS 
 
Avaliar a viabilidade tecidual e a morfologia de folículos pré-antrais inclusos em 
fragmentos de tecido ovariano de fetos bovinos antes e após os procedimentos de vitrificação/ 
aquecimento associados ou não ao resveratrol. 
 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
Classificar morfologicamente os folículos pré-antrais por meio da técnica de histologia 
quanto à normalidade, ao desenvolvimento folicular e mensuração da média dos diâmetros 
dos folículos pré-antrais antes e após os procedimentos de vitrificação/ aquecimento sem e 
com resveratrol em fragmentos de tecidos ovarianos. 
Avaliar a viabilidade tecidual por meio de produção de espécies reativas de oxigênio 
(2’7’ diacetato diclorofluoceína - DCF) e degeneração celular (iodeto de propídeo- IP) em 
microscopia confocal, em diferentes profundidades teciduais antes e após os procedimentos 
de vitrificação/ aquecimento associados ou não ao resveratrol em fragmentos de tecido 
ovarianos. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 
 
3.1 Foliculogênese, caracterização e população folicular 
  
Os ovários são os principais órgãos reprodutivos das fêmeas e, realizam duas 
importantes funções: a gametogênica, responsável pela produção e liberação de células 
germinativas, os ovócitos (FIGUEIREDO et al., 1993) e a função endócrina em que produz 
hormônios como o estrógeno e a progesterona, entre outros (FORTUNE, 2003). Nos ovários 
podem ser observadas duas regiões a cortical e a medular. A cortical localiza-se na parte 
externa e é circundada pelo epitélio germinativo, onde ficam localizados os corpos lúteos, 
albicans (FIGUEIREDO et al., 1999) e os folículos ovarianos em diferentes estágios de 
desenvolvimento (ARAÚJO et al., 2014). A região medular, localizada na parte interna do 
ovário, é responsável pela sustentação, vascularização e inervação do órgão, sendo constituída 
por numerosos vasos sanguíneos e linfáticos, nervos e tecido conjuntivo frouxo 
(FIGUEIREDO et al., 2008) (Figura 1). 
 
 
 
Figura 1 - Ovário de mamíferos e suas principais estruturas envolvidas 
Fonte: CARVALHO et al. (2013) 
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Durante o início do desenvolvimento fetal, ocorre a migração das células germinativas 
primordiais (CGP) do saco vitelínico para a região das gônadas primitivas (VAN DEN 
HURK; ZHAO, 2005), estas CGP multiplicam-se e transformam-se em ovogônias, células de 
alta atividade mitótica (FIGUEIREDO et al., 1993). A ovogênese é um conjunto de processos 
que compreende o desenvolvimento e a diferencciação das células germinatuvas primordiais 
da fêmea até a formação do ovócito apto a ser fecundado (GONÇALVES et al., 2001). 
O folículo tem a função de proporcionar um ambiente adequado para o crescimento e 
maturação do ovócito (ALVES et al., 2015), bem como produzir hormônios (BARNETT et 
al., 2006). É formado por um ovócito envolto por células da granulosa e circundado pela 
membrana basal (GUTIERREZ et al., 2000). A foliculogênese é o processo de formação, 
crescimento e desenvolvimento folicular. Na espécie bovina tem início durante a vida fetal 
por volta dos 95 dias de gestação com a formação do folículo primordial (DINIZ et al., 2005). 
Os animais nascem com uma reserva de folículos primordiais (COSTA et al., 2001) e estes 
ficam disponíveis por toda a vida reprodutiva (FIGUEIREDO et al, 2008). 
Os folículos ovarianos são classificados morfologicamente como normais ou 
degenerados. Os folículos normais são aqueles que apresentam o ovócito e o núcleo 
preservados e circundados por células da granulosa organizadas em uma ou mais camadas. Os 
folículos degenerados são aqueles que apresentam citoplasma retraído ou desorganizado, com 
células da granulosa separadas da membrana basal e ovócito com núcleo picnótico 
(FIGUEIREDO et al., 1999). 
De acordo com a fase de desenvolvimento, os folículos são classificados em 
primordial (ovócito rodeado por uma camada de células da granulosa achatadas com forma 
elíptica), transição (uma camada de células da granulosa achatadas e cuboides), primário (uma 
camada completa de células da granulosa cuboides e todo o ovócito com aspecto esférico) e 
secundário (ovócito com zona pelúcida rodeado por duas ou mais camadas de células da 
granulosa cuboides (Figura 2) (RODGERS; IRVING-RODGERS, 2010). 
Um pequeno grupo de folículos primordiais é gradualmente estimulado ao 
crescimento, constituindo a etapa de ativação folicular, que é a retomada da proliferação das 
células da granulosa, com o desenvolvimento folicular, nota-se a presença da zona pelúcida e 
da cavidade antral preenchida por fluido folicular (FIGUEIREDO et al., 2008). 
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mecanismos apoptóticos, no envelhecimento celular (FIGUEIREDO et al., 2008) sendo que a 
isquemia uma das principais causas que levam a morte celular por degeneração (LIMA; 
SANTOS, 2010).  
 
 
3.2 Biotécnica da manipulação de ovócitos inclusos em folículos ovarianos pré-antrais -
MOIFOPA 
 
A MOIFOPA é uma biotecnologia de grande importância tanto para a pesquisa básica, 
quanto para a reprodução animal aplicada (BASSO; ESPER, 2002). Com relação à pesquisa 
fundamental, essa biotécnica contribui na compreensão de mecanismos da foliculogênese 
durante a fase pré-antral (FIGUEIREDO et al., 2007), na elucidação da ação de antioxidantes 
como mecanismo de defesa do metabolismo celular quanto submetidos criopreservação  
(COMIZZOLI et al., 2009).  
Na reprodução animal esta biotecnologia pode contribuir para multiplicação de 
animais de alto valor zootécnico ou em vias de extinção, por meio do isolamento de folículos 
ovarianos pré-antrais (FOPAs) a partir de um único ovário e, posterior, cultivo in vitro de 
ovócitos neles inclusos até o estágio de maturação (SILVA et al., 2012). Na reprodução 
assistida humana favorece a criopreservação, cultivo e transplantes de fragmentos de tecidos 
ovarianos de pacientes jovens com câncer ou com problemas de fertilidade (SUZUKI et al., 
2015) 
 Esta biotécnica envolve a preservação, o crescimento e a maturação de folículos 
ovarianos em estágios iniciais de desenvolvimento, os folículos pré-antrais, antes da ativação 
dos mecanismos fisiológicos (FIGUEIREDO et al., 2007), a criopreservação, cultivo e o 
desenvolvimento de FOPAs (CARVALHO et al., 2014). 
Entre as vantagens da MOIFOPA estão à redução do intervalo entre gerações, o uso de 
animais que não respondem a tratamentos de superovulação, a obtenção de descendentes de 
um animal mesmo após sua morte, a otimização e a padronização de outras biotécnicas, como 
fertilização in vitro, tecnologia de embriões, clonagem e transgenia (FIGUEIREDO et al., 
2008). 
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3.3 A criopreservação do tecido ovariano 
  
Entre os métodos de escolha para preservar a fertilidade de fêmeas, a criopreservação 
do tecido ovariano tem se tornado o método mais utilizado (FAUSTINO et al., 2011). Esta 
biotecnologia tem a finalidade de preservar, principalmente, os folículos pré-antrais, os quais 
estão localizados no córtex ovariano (BORDES et al., 2005) e representam a reserva principal 
de gametas femininos (LUCCI et al., 2002). Estes gametas podem ser recuperados com intuito 
de preservar a fertilidade de fêmeas de diversas espécies como em humanos (SUZUKI et al., 
2015; WALLACE et al., 2016), ovino (BANDEIRA et al., 2015; BORDES et al., 2005;), 
caprinos (CARVALHO et al., 2013; SANTOS et al., 2007), bovinos (KAGAWA et al., 2009), 
suínos (BORGES et al., 2009), roedores (CHEN et al., 2006) e macacos (SUZUKI et al., 
2012). 
A criopreservação pode auxiliar de maneira significativa a MOIFOPA, mantendo a 
funcionalidade de folículos ovarianos pré-antrais preservados até o momento de sua utilização 
in vitro (FABRI et al., 2010). Segundo Carvalho et al. (2011) é possível criopreservar 
ovócitos maturos, imaturos puncionados de folículos antrais ou imaturos inclusos em folículos 
ovarianos pré-antrais, isolados ou em fragmentos de tecido ovariano. 
Os ovócitos  imaturos e menos diferenciados presentes no interior dos folículos pré-
antrais são mais resistentes a criopreservação que ovócitos maturos (OKTAY et al., 1998). 
Segundo KAGAWA et al., (2009) isto se explica devido ao menor tamanho do ovócito, 
menor taxa metabólica, fase do ciclo celular (profase I), pequeno número de células da 
granulosa, ausência de zona pelúcia e de grânulos corticais. 
O princípio básico da criopreservação é a redução da temperatura como forma de 
reduzir o metabolismo celular, permitindo que as células ou tecidos sejam conservados por 
períodos indeterminados em nitrogênio líquido a -196ºC (SANTOS et al., 2008). O protocolo 
de criopreservação tende a atingir temperaturas criogênicas sem causar danos metabólicos e 
formação intracelular de cristais de gelo (CHIAN et al., 2004). A criopreservação de tecido 
ovariano pode ser realizada tanto por congelamento lento (CASTRO et al., 2011) quanto por 
vitrificação (LUNARDI et al., 2012). 
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3.3.1. Agentes crioprotetores 
 
Os agentes crioprotetores (ACP) são substâncias de baixo peso molecular e que são 
utilizadas com o objetivo de minimizar efeitos nocivos às células, como a formação de cristais 
de gelo e o choque osmótico (CASTRO et al., 2011). Alguns fatores devem ser considerados 
para a sobrevivência celular, entre eles a concentração, o tipo de agentes crioprotetores, a taxa 
de redução da temperatura de criopreservação, manutenção da temperatura de estocagem, 
escolha do procedimento de descongelamento/ aquecimento e as técnicas adotadas para 
remoção do crioprotetor (RODRIGUES et al., 2014). 
Entre os crioprotetores, existem os permeáveis ou intracelulares que são substâncias 
que atravessam a membrana celular e formam pontes de hidrogênio com as moléculas de água 
intracelular, minimizando a formação de cristais de gelo (FABRI et al., 2001). Os 
crioprotetores mais utilizados para a criopreservação de embriões (SALZANO et al., 2014; 
BALABAN et al., 2008;), folículos ovarianos pré-antrais (SANTOS et al., 2007; BORDES et 
al., 2005) e tecido ovariano (CARVALHO et al., 2014; BORGES et al., 2009) são 
dimetilsulfoxido e etilenoglicol. 
Cada crioprotetor tem mecanismos próprios de ação, geralmente seus efeitos estão 
relacionados à estabilização de membranas celulares, desidratação celular e redução no ponto 
de fusão do processo de criopreservação (DERMICI et al., 2001). 
Os pesos moleculares dos crioprotetores intracelulares variam, sendo do glicerol 92,09 
KDa,  propanodiol 76,09 KDa, etilenoglicol  62,07 KDa e o dimetilsulfoxido 78,13 KDa e as 
diferenças de peso molecular influenciam na velocidade de penetração no tecido ovariano 
(CELESTINO et al., 2008). Por exemplo, o baixo peso molecular do etilenoglicol em relação 
ao dimetilsulfoxido, glicerol e propanodiol possibilita maior penetração celular em um curto 
período de exposição (KEROS et al., 2009), reduzindo a ocorrência de danos celulares de 
origem tóxica e osmótica (AMORIM et al., 2003). 
Os estudos sobre a criopreservação de tecido ovariano em bovinos recomendam o uso 
do dimetilsulfoxido e etilenoglicol por apresentarem alta solubilidade e causarem menores 
danos aos ovócitos e em folículos pré-antrais em bovinos (LUCCI et al., 2004). 
Os agentes crioprotetores extracelulares atuam interagindo com moléculas de água 
livre da solução influenciando a desidratação celular por efeito osmótico (FABRI et al., 
2010). Os açúcares como sacarose, glicose, galactose, trealose (BORGES et al, 2009) 
funcionam como crioprotetores extracelulares protegendo o tecido por meio de ligações aos 
grupos fosfolipídicos das membranas celulares (SANTOS et al., 2008) e agem reduzindo 
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choque osmóticos, controlando entrada de água na célula levando a uma desidratação celular 
antes do congelamento (SHAW et al, 2000).  
Após o tecido passar pelo processo de criopreservação e armazenado em nitrogênio 
líquido, quando for utilizado deve-se realizar a remoção do crioprotetor por meio de 
sucessivas e graduais lavagens do tecido (SUZUKI et al., 2012). Neste procedimento utiliza-
se concentrações decrescentes de soluções de crioprotetores extracelular (IWAHATA et al., 
2015) como a sacarose, que atua no equilíbrio osmótico, na prevenção de formação de 
espécies reativas de oxigênio, estabilizando membranas e minimizando danos celulares 
(SANTOS et al., 2006). 
 
 
3.3.2 Congelamento lento 
  
O congelamento é considerado o método convencional de criopreservação e tem sido 
largamente utilizado para a conservação de tecido ovariano espécies como em suínos 
(BORGES et al., 2009), caprinos (RODRIGUES et al., 2014), ovinos (SANTOS et al., 2006), 
bovinos (CELESTINO et al., 2008) e humanos (FABRI et al., 2010). 
Durante o congelamento lento, a desidratação celular prevene a formação de cristais 
de gelo intracelular ou minimiza os danos que eles possam causar (SHAW et al., 2000), e 
mantêm o citoplasma resfriado até o congelamento celular (ROCHA, 2011). Este método 
caracteriza-se pela redução gradual de temperatura e pela exposição do tecido a concentrações 
crescentes de crioprotetores (CASTRO et al., 2011). O período de exposição ao crioproteror 
pode variar de 5 a 60 minutos (CANDY et al., 1997).  
Para este processo o material é resfriado lentamente, acondicionada em congelador 
programável previamente estabilizado à temperatura de - 6ºC, seguido de cristalização manual 
(seeding) com objeto pré-resfriado em nitrogênio líquido o qual previne o super-resfriamento 
e a extrema desidratação celular (ROCHA, 2011), seguido de resfriamento lento de 0,5 ºC/ 
minutos até -32ºC, o material é imerso e estocado em nitrogênio líquido (-196ºC).  
A desvantagem deste método é o custo, devido à necessidade de um congelador 
programável e a utilização de elevadas quantidades de nitrogênio líquido. Além disso 
congelamento lento requer mais tempo de manuseio (WALLACE et al., 2016).  
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3.3.3 Vitrificação 
 
O principal objetivo de um protocolo de criopreservação é atingir temperaturas 
criogênicas (CARVALHO et al., 2014). A vitrificação proporciona a solidificação sem a 
cristalização e sem formação de cristais de gelo intracelular (KEROS et al., 2009). Segundo 
Carvalho et al. (2011) a vitrificação tem se destacado como método de escolha para a 
criopreservação de tecido ovariano devido a sua praticidade de aplicação e ao seu baixo custo 
de execução. Esta técnica tem apresentado resultados interessantes como nascimentos após 
transplante de tecido vitrificado na espécie ovina (BORDES et al., 2005) e em humanos 
(KAWAMURA et al., 2013).  
O processo de vitrificação está relacionado à exposição da célula ou do tecido a altas 
concentrações de agente crioprotetor por um curto período de tempo à temperatura ambiente 
(BANDEIRA et al., 2015). Como consequência a água passa do estado líquido para o estado 
vítreo, considerado um sólido sem formação de cristais de gelo (KEROS et al., 2009). Além 
disso, acredita-se que fatores como o estresse osmótico está relacionado à composição da 
solução e a taxa de resfriamento (LUZ et al., 2011). A técnica de vitrificação pode influenciar 
na morfologia celular após o aquecimento (CARVALHO et al., 2014). 
Diversos estudos com a técnica de vitrificação têm sido desenvolvidos com a 
finalidade de minimizar a quantidade de solução de vitrificação, bem como obter rápida 
redução da temperatura, sem causar grandes danos celulares (ZHOU et al., 2010) e com 
objetivo de estabelecer protocolos eficientes que permitam preservar a viabilidade celular 
(SANTOS et al., 2007). 
Para a utilização de tecido ovariano na vitrificação é necessário considerar o tamanho 
dos fragmentos, o tempo de exposição aos crioprotetores, uso de crioprotetores mais 
adequados para a espécie, o volume de solução de vitrificação e a velocidade de do processo 
de vitrificação (BANDEIRA et al., 2015; AMORIM et al., 2011; BORDES et al., 2005). 
As técnicas de vitrificação são divididas entre as que têm contato direto com o 
nitrogênio líquido (N2) e as que não têm contato direto com o nitrogênio (CARVALHO, et al., 
2011). O contato direto com nitrogênio proporciona uma rápida redução de temperatura, 
porém pode contaminar a amostra tornando-a inviável para posterior cultivo in vitro 
(CARVALHO et al., 2013). A vitrificação por cobertura direta (DVC) é caracterizada por 
apresentar brusca redução de temperatura em relação às demais técnicas, o tecido dentro do 
criotubo é coberto pelo nitrogênio líquido (ZHOU et al., 2010).  
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Já a técnica de cryoloop utiliza uma alça de metal presa com um aro de nylon, este aro 
é preenchido com solução de vitrificação bem viscosa para manter a célula no aro que será 
mergulhado em nitrogênio líquido; geralmente o cryoloop é armazenado no interior de 
criotubos (CARVALHO et al., 2011). Resultados satisfatórios tem sido relatados com 
ovócitos na espécie equina (MACLELLAN et al., 2002), ovina (SUCCU et al., 2007), bovina 
(LUSTER, 2004) e embriões de humanos (Figura 3) (BALABAN et al., 2008). 
 
 
 
ROCHA, C. D (2017) 
                  
Figura 3 - Sistema cryoloop alça de metal presa com um aro de nylon preenchido com solução 
de vitrificação viscosa com os fragmentos célulares no aro que será mergulhado em nitrogênio 
líquido. 
 
Na vitrificação em espátula o tecido a ser vitrificado fica na extremidade plana da 
espátula e uma pequena gota de solução de vitrificação é colocada com o tecido. Ao entrar em 
contato com a superfície da espátula pré-resfriada a gota solidifica-se e adere à superfície 
plana da espátula (Figura 4) (CARVALHO et al., 2010). 
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ROCHA, C. D (2017) 
 
Figura 4 - Espátula de metal com extremidade plana e gota de solução de vitrificação com 
fragmento tecidual. 
  
No método de superfície sólida de vitrificação (SSV), a amostra e a solução de 
vitrificação são colocadas sobre uma superfície de metal pré-resfriada, posicionada acima do 
nitrogênio líquido e, posteriormente mergulhada em nitrogênio líquido (BORDES et al., 
2005) e armazenada em criotubos (SANTOS et al., 2007). O metal resfria a amostra 
rapidamente (Figura 5) (CARVALHO et al., 2010). 
 
 
 
Figura 5 - Técnica de vitrificação por superfície sólida, com o fragmento sobreposto em cubo 
metálico parcialmente submerso em nitrogênio líquido. 
 
Com o objetivo de reduzir a quantidade de solução crioprotetora, o método hemi-
palhetas, em que a palheta francesa de 0,25mL é cortada ao meio e em sua superfície interna 
coloca-se uma gota de solução de vitrificação e o material a ser vitrificado. Em seguida a 
hemi-palheta é mergulhada no nitrogênio líquido e inserida na palheta de 0,5 mL e 
armazenada em nitrogênio (LIBERMAN; TUKER, 2002).  
Entre as metodologias de vitrificação de sistemas fechados estão a vitrificação em 
palhetas fechadas ou “Closed Pulled Straw” (CPS). Após preenchimento da palheta, suas 
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extremidades são vedadas, impedindo o contato direto da amostra com o nitrogênio líquido 
(TING et al., 2011). 
Na técnica de vitrificação convencional utilizam-se palhetas francesas, e estas são 
preenchidas com a solução de vitrificação e o tecido a ser vitrificado.  As extremidades são 
vedadas e em seguida imersas em nitrogênio líquido (Figura 6) (BORDES et al., 2005). 
 
 
 
               ROCHA, C. D (2017) 
 
Figura 6 - Palheta francesa preenchida com solução de vitrificação e fragmentos de tecidos 
ovarianos intercaladas por colunas de ar e extremidade vedadas com massa acrílica. 
 
Os criotubos (ZHOU et al., 2010) e macrotubos (CARVALHO et al., 2011) podem ser 
utilizados do mesmo modo da palheta francesa, sendo estes indicados para criopreservação de 
tecidos maiores e demandam maiores quantidades de solução de vitrificação (Figura 7) 
(ISACHENKO et al., 2007). 
 
A           B 
     ROCHA, C. D (2017) 
 
Figura 7 - Vitrificação em criotubos: A) fragmentos ovarianos e B) ovário inteiro de feto 
bovino. 
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Na técnica cryotop utiliza-se uma palheta de polipropileno com uma haste plástica, 
que serve para manipulação e evitar a contaminação do manipulador (CARVALHO et al., 
2011). O cryotop tem uma tampa plástica, que recobre a palheta-haste de forma a impedir o 
contato com o nitrogênio líquido (KUWAYAMA et a., 2005). É uma técnica utilizada 
rotineiramente em clínicas de reprodução assistida humana (CARVALHO et a., 2011). 
Com o objetivo de melhorar as taxas de vitrificação, novos procedimentos têm sido 
desenvolvidos, entre eles a técnica “Ovarian Tissue Cryosysten” (OTC) que utiliza um 
cilíndro de aço inoxidável composto por três peças: base, filtro e a tampa e evita o contado 
com o nitrogênio líquido durante o procedimento de vitrificação (Figura 8) (CARVALHO et 
al., 2013). 
 
 
 
Figura 8 - Dispositivo de aço inoxidável “Ovarian Tissue Cryosysten” (OTC) - A) Dispositivo 
aberto onde a) base, b) filtro e c) tampa; B tecido com solução de vitrificação na base; C) 
Inserção do filtro na base do OTC para remoção da solução de vitrificação; D) Fechamento do 
dispositivo e E) Dispositivo fechado sendo armazenado em nitrogênio líquido.   
Fonte: Adaptado Carvalho et al. (2013) 
 
 
3.4  Antioxidantes no processo de vitrificação/ aquecimento 
 
As espécies reativas de oxigênio (EROs) são resultantes de reações metabólicas que 
envolve o oxigênio (O2), entre eles o radical ânion superóxido (O2
-), peróxido de hidrogênio 
(H2O2) e radical hidroxila (OH
-) (RIBEIRO et al., 2005). A propriedade apolar do H2O2 
permite sua passagem pela membrana celular e no citoplasma seja convertido em OH-, 
molécula altamente reativa (RUDER et al., 2008) que pode desencadear reações de oxidação e 
redução, provocando alterações celulares (LUZ et al., 2012). 
A presença de espécies reativas de oxigênio no citoplasma celular pode influenciar a 
sobrevivência celular após a criopreservação de tecidos ovarianos (FABRI et al., 2014). O 
resfriamento e aquecimento proporcionam o aumento na produção de EROs, de maneira que o 
31 
 
estresse osmótico gerado pelo aumento do metabolismo pode comprometer o 
restabelecimento do tecido ovariano, o desenvolvimento folicular (WANG et al., 2013), a 
esteroidogênese ovariana, a ovulação, a manutenção do corpo lúteo, a luteólise (GUPTA et 
al., 2010) e a pré e pós implantação embrionária (LAZAR et al., 2012). 
As espécies reativas de oxigênio decorrentes do metabolismo celular e do meio 
extracelular são devido a fatores estressantes e agressivos (TATONE et al., 2010). Os 
principais alvos de EROs são o DNA, lipídeos, proteínas e açúcares, sendo os danos no DNA 
o considerado mais grave e letal quando comparado aos lipídeos, proteínas e açúcares, sendo 
estes removidos via degradação (RIBEIRO et al., 2005). 
No resfriamento e após o aquecimento celular os níveis de EROs tendem a aumentar, 
devido ao estresse osmótico e a retomada das reações de oxidação e redução, evidenciando a 
necessidade de se adicionar antioxidantes em soluções de vitrificação e aquecimento 
(GIARETTA et al., 2013). 
Os antioxidantes são substâncias capazes de converter as EROs em água, com a 
finalidade de prevenir a superprodução de espécies reativas de oxigênio (LUZ et al., 2011). 
Nas células, os antioxidantes podem atuar por meio sistema enzimático e o não enzimático. 
Os antioxidantes enzimáticos são também conhecidos como antioxidantes naturais é o 
primeiro sistema a agir nas espécies reativas de oxigênio (AGARWAL et al., 2005). Esse 
sistema é composto por superóxido dismutase (SOD), glutationa (GSH), glutationa redutase 
(GSH- Rd redutase), glutationa peroxidase (GSH-Px) e catalase (CAT) (RIBEIRO et al., 
2005). O sistema não enzimático inclui compostos hidrofílicos e lipofílicos, como ácido 
ascórbico, α-tocoferol, zinco, selênio, carotenoides e resveratrol que reduzem reações em 
cadeia e as lesões induzidas pelas espécies reativas de oxigênio (RUDER et al., 2008). 
  
 
3.4.1 Mecanismos ação dos antioxidantes 
 
Os antioxidantes atuam no metabolismo de maneira diversificada. Um dos 
mecanismos é impedir a formação das EROs inibindo as reações de oxidação e redução 
(GUPTA et al., 2010). Quando há geração de radicais livres, os antioxidantes interagem com 
estas moléculas impedindo a ação destes radicais sobre lipídeos, aminoácidos e DNA evitando 
lesões e perda de integridade celular (SAITO et al., 2003). Outro mecanismo utilizado é o 
reparo de lesões causadas pelo estresse oxidativo (FABRI et al., 2014), onde há remoção do 
DNA danificado e a reconstituição de membranas celulares lesionadas (BERRA; MENCK, 
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2006), além de adaptação do metabolismo ao excesso de EROs induzindo o aumento da 
síntese de enzimas antioxidantes (RIBEIRO et al., 2005). 
Como forma de proteção a célula possui um sistema de defesa que pode ser realizado 
por dois mecanismos. Um é a detoxificação das espécies reativas de oxigênio antes que estas 
causem lesões celulares (LANE et al., 2002) formado por glutationa (GSH), superóxido 
dismutase (SOD), catalase, glutationa peroxidase (GSH-Px) e o α tocoferol e o outro 
mecanismo é a reparação de lesões ocorridas, realizado pelo ácido ascórbico, glutationa 
redutase (GSH-Rd) e pela glutationa peroxidase (GSH-Px) (FERREIRA; MATSUBARA, 
1997), a maior parte dos antioxidantes encontra-se no meio intracelular, com exceção do α 
tocoferol, um antioxidante estrutural de membrana (Figura 9) (BARREIRO; DAVID, 2006). 
 
 
Superóxido Dismutase (SOD- citoplasma e mitrocôndria) 
2O2
- + 2H+             SOD                 H2O2 + O2 
                                                                Ânion superóxido                              peróxido de hidrogênio 
 
 
Glutationa Peroxidase (GSH- Px- fora do peroxissoma) 
H2O2 + 2GSH               2 H2O + GSSG 
                                                                           Glutationa Reduzida                          Glutationa Oxidada 
 
 
Glutationa Redutase (GRd- fora do peroxissoma) 
2GSSG + NADPH + H+                     NADP + 2GSH 
Glutationa Oxidada                                                                       Glutationa Reduzida 
 
Catalase (CAT- dentro do peroxissoma) 
2H2O2     
Catalase        O2 + 2 H2O 
 
Figura 9 - Mecanismos de proteção celular sobre a formação de espécies reativas de oxigênio. 
Fonte: Adaptado de Berra; Menck (2006) 
 
Segundo GUPTA et al., (2010) a glutationa é uma enzima intracelular de grande 
importância para a célula, pois atua no mecanismo de proteção contra lesões e participa da 
detoxificação de agentes químicos e eliminação de metabólitos resultantes da oxidação dos 
ácidos graxos poliinsaturados de membranas celulares. Variações nos níveis de glutationa 
afetam diretamente a síntese de proteínas e de DNA. A oxidação GSH pode diminuir a síntese 
Cu+2/ Zn+2 
NADPH 
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protéica e o pode ser perdida de modo irreversível em situações de estresse oxidativo muito 
intenso, permanecendo na forma oxidada e não sendo novamente reduzida (RIBEIRO et al., 
2005). 
Outros sistemas enzimáticos de defesa antioxidantes como o superóxido dismutase 
(SOD), dependente de cofatores como Cu2+ e Zn2+ desencadeiam a dismutação do radical 
superóxido em peróxido de hidrogênio e oxigênio (Figura 9) (ANDRADE et al., 2010). 
A enzima antioxidante catalase localizada nas mitocôndrias e nos peroxissomas, atua 
na redução de diversos compostos por intermédio do NADPH (CARVALHO et al., 2014). 
Possui como atividade antioxidante a capacidade de prevenir a oxidação da glutationa, inibir 
lesões oxidativas de DNA e converte o peróxido de hidrogênio em água e oxigênio (Figura 9). 
(COMBELLES et al., 2009). 
Outro mecanismo utilizado pelo organismo na defesa contra os radicais livres é o 
sistema antioxidante não enzimático, também conhecido como antioxidantes exógenos, pelo 
fato de serem, na maioria das vezes, provenientes da dieta (BIANCHI; ANTUNES, 1999). 
Diversas pesquisas têm destacado que o uso de nutrientes, principalmente os encontrados nos 
alimentos podem atuar na proteção de células e tecidos (VOLOSHYNA et al., 2012). As 
frutas, verduras e legumes estão entre os alimentos com maior capacidade antioxidante. As 
vitaminas A, C e E, os carotenoides, polifenois como o resveratrol atuam minimizando danos 
e formações de espécies reativas de oxigênio (SAUTHER, 2005). 
O resveratrol, um antioxidante presente na casca de uvas e amoras (GAMBINI et al., 
2015), apresenta benefícios à saúde contra doenças como a diabetes, cardiovasculares, 
neurodegenerativas, câncer, obesidade, além de apresentar propriedades anti-inflamatórias e 
estar envolvida no processo de envelhecimento celular (VOLOSHYNA et al.,2012). É um 
antioxidante sintetizado naturalmente na planta e apresenta duas formas isômeras a trans-
resveratrol (trans - 3, 5, 4’ trihidroxiestibeno) e cis - resveratrol (cis-3, 5, 4’trihidroxiestibeno) 
(Figura 10) (FILIP et al., 2003). O isômero trans-resveratrol é convertido, na presença de luz, 
o cis-resveratrol é a forma estável do antioxidante (SAUTHER et al., 2005). Este composto 
tem a característica de atravessar passivamente membranas celulares ou interagir com 
receptores de membrana (GULCIN, 2010). Também interage com moléculas extracelulares e 
intracelulares e por esta razão seu mecanismo de ação celular pode ser desencadeado por meio 
da ativação de vias de sinalização quando se liga aos receptores de membrana celular, 
ativando mecanismos intracelulares ou mesmo desenvolvendo seus efeitos dentro do núcleo 
(GAMBINI et al., 2015). 
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Figura 10 - Formas isômeras do resveratrol a esquerda trans- 3,5,4 trihidrixiestibena e a 
direita cis- 3,5,4 trihidrixiestibeno. 
Fonte: Adaptado de Sauther (2015) 
 
Em relação ao controle de espécies reativas de oxigênio o resveratrol reduz os níveis 
de EROs por indução de expressão de genes antioxidantes (KITADA; KOYA, 2013). Existem 
vários mecanismos que explicam a atividade citoprotetora do resveratrol (TATONI et al., 
2015), um deles é a ação direta do antioxidante e o outro é estimular a biogênese mitocondrial 
por meio da ativação direta de genes SIRT 1 dependente de NAD+, sendo este gene um dos 
principais reguladores de biogêneses mitocondrial (WANG  et al., 2013). O gene SIRT-1 é 
importante no equilíbrio do estresse oxidativo minimizando a formação de espécies reativas 
de oxigênio, na formação mitocondrial, no metabolismo lipídico-glicêmico, via desacetilação 
de substratos como proteínas, fatores de transcrição, PGC-1α (co-ativador de PPARȖ – 
receptores ativados por proliferadores de perossomos), que regula genes envolvidos no 
metabolismo energético e na expressão de proteínas mitocondriais (Figura 11) (SÉFORA-
SOUSA; ANGELIS-PEREIRA, 2013). 
Segundo Zhang et al. (2013) o aumento da atividade das enzimas antioxidantes pelo 
resveratrol pode ocorrer via ativação da sirtruina-1 (SIRT- 1), por meio de uma deacetilase de 
histona dependente de NAD+.  O gene SIRT-1 protege contra o estresse oxidativo por elevar a 
atividade transcricional das proteínas Forkhead Box (FOXOs), as quais regulam a expressão 
de genes antioxidantes, como a catalase e superóxido dismutase (Figura 11) (LUZ et al., 
2012). 
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embriões (LAZAR, 2012). Como forma de detecção de EROs utiliza-se biomarcadores como 
sondas fluorescentes, pela técnica de imunohistoquimica, Western Blot, dosagem de enzimas 
antioxidantes (AGARWAL et al., 2005). 
 
 
3.5 Técnicas de análise de tecido ovariano após criopreservação 
 
3.5.1 Histologia clássica 
 
A eficiência da criopreservação de tecido ovariano pode ser avaliada por diferentes 
técnicas com base na morfologia e na ultra-estrutura dos tecidos (OSKAM et al., 2010; 
NISOLLE et al., 2000), viabilidade celular (ROCHA, 2011), dentre outras técnicas. 
A técnica de histologia clássica é utilizada para análise da morfologia e integridade 
folicular, além de permitir avaliação de um grande número de folículos e é considerada de 
baixo custo e de fácil execução (CARVALHO et al., 2011). É uma técnica limitada capaz de 
identificar somente sinais avançados de atresia, como picnose nuclear, danos citoplasmáticos 
como retração citoplasmática, ruptura das células da granulosa e danos na membrana basal 
(FAUSTINO et al., 2011), além de não permitir avaliação quanto a integridade de organelas 
citoplasmática (DERMICI et al., 2002). 
 
 
3.5.2 Microscopia confocal 
 
A microscopia confocal permite avaliar a viabilidade tecidual em diferentes 
profundidades, é uma técnica interessante quando aplicada em fragmentos de tecidos 
ovarianos (FABRI et al., 2014). As análises computadorizadas de imagens permitem a 
obtenção de resultados rápidos, objetivos, precisos e com alta repetibilidade (CARVALHO et 
al., 2014) e pode ser associada às sondas fluorescentes (ARRUDA et al., 2007). 
As sondas fluorescentes tem sido importantes na avaliação de viabilidade folicular 
ovariana (LUNARDI et al., 2012). Estas sondas são indicadores de alterações metabólicas na 
célula, devido às mudanças de determinadas moléculas ali presentes (FABRI et al., 2014) que 
se ligam a moléculas específicas sob condições específicas e quando conectadas emitem 
fluorescência se excitadas por comprimento de onda luminosa adequado (ESPOSTI, 2002). 
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3.5.3 Sondas fluorescentes 
 
O uso de sondas fluorescentes tem se destacado como metodologia de triagem em 
tecidos ovarianos para análise de viabilidade celular, devido a sua alta sensibilidade folicular 
(LUNARDI et al., 2015).  O processo de criopreservação pode provocar ruptura da membrana 
celular imperceptíveis durante a análise histológica e resultar em morte folicular após o 
aquecimento (BANDEIRA et al., 2015).  
Em análise de viabilidade, quanto à integridade da membrana plasmática podem ser 
utilizadas sondas fluorescentes (FABRI et al., 2014). Entre as sondas destacam-se o Hoechst 
33342 (ALVES et al., 2012), YoPro-1 (GAWLITTA et al., 2004) e iodeto de propídeo (IP) 
(ROCHA, 2011). O iodeto de propídeo (IP) é um composto fluorescente de comprimento de 
onda Ȝ excitação = 535 nm, Ȝ emissão = 617 nm, de elevado peso molecular e funciona como 
marcador fluorescente nuclear de coloração vermelha, capaz de atravessar somente 
membranas lesionadas (GAWLLITA et al., 2004). É incapaz de identificar células apoptóticas 
sem que estas apresentem alterações na membrana plasmática (LUNARDI et al., 2012). A 
viabilidade celular é caracterizada pela ausência de fluorescência de coloração vermelha, uma 
vez que a ruptura da membrana plasmática torna a célula inviável para futuros procedimentos 
como cultivo, criopreservação, transplantes entre outros (ROCHA, 2011). 
O corante penetrante como 2’,7’ diacetato diclodihidrofluoresceína (H2DCFH-DA) 
pode ser utilizado isolado ou em associação com outros corantes  (BATISTA; GUERRA, 
2010). Estudos sobre viabilidade celular tem associado marcadores fluorescentes como 2',7' 
diacetato diclorofluoresceína (H2DCFH-DA) e iodeto de propídeo (IP) (BARROS et al., 
2013). O 2’,7’ diacetado diclorofluoresceína (H2DCF-DA) é utilizado na detecção de espécies 
reativas de oxigênio (EROs). As enzimas esterases intracelulares hidrolisam o DCFH-DA à 
DCFH, e este oxidado por espécies reativas de oxigênio resulta em 2’,7’ diclorofluoresceína 
(DCF), um composto fluorescente de comprimento de onda (Ȝ excitação = 498 nm, Ȝ emissão 
= 522 nm) (Figura 13) (FABRI et al., 2014). 
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Figura 13 - Ação do 2,7 diacetato diclorofluoresceína no tecido ovariano. 
Fonte: ROCHA (2011) 
 
O método DCF é capaz de detectar a quantidade de EROs por meio de emissão de 
intensidade da fluorescência de coloração verde, emitida após a ação de enzimas esterases e 
oxidação  por peróxido de hidrogênio (ESPOSTI, 2002). A intensidade de fluorescência está 
relacionada a quantidade de peróxidos presentes no tecido quanto maior for a intensidade de 
fluorescência, presença de DCF, mais DCFH foi oxidado por EROs (GLEBSKA; 
KOPPENOL, 2003). 
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4 HIPÓTESES 
 
  A presença do antioxidante resveratrol em soluções de vitrificação/ aquecimento 
proporciona menores danos celulares causados pelo processo de criopreservação de folículos 
pré-antrais inclusos em fragmentos de tecidos ovarianos. 
  O resveratrol favorece o restabelecimento celular após procedimento de vitrificação. 
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5 JUSTIFICATIVA 
 
Como pode ser constatado na revisão de literatura, o resveratrol é um antioxidante de 
grande aplicabilidade e não há relatos da sua utilização na vitrificação de ovários de fetos 
bovinos. A vitrificação tem sido utilizada como uma alternativa para minimizar danos 
celulares causados pelo processo de criopreservação, como a formação intracelular de cristais 
de gelo (BANDEIRA et al., 2015). 
A vitrificação também oferece riscos ao tecido ovariano, os quais podem ser 
decorrentes de uma redução de temperatura ineficiente, toxicidade das altas concentrações de 
crioprotetores, contaminação pelo nitrogênio líquido, dentre outros (AMORIM et al., 2011). 
Dentre as técnicas de vitrificação, a convencional, utilizando-se palhetas francesas, 
preenchidas com a solução de vitrificação com o tecido a ser vitrificado e as extremidades 
vedadas (CHEN et al., 2001) foi aprovada por pesquisadores pelo fato de ser um sistema 
fechado, o que não permite contato do tecido com o vapor de nitrogênio, minimizando riscos 
de contaminação.  
Por meio do uso de vitrificação de palhetas francesas foi identificada maior proporção 
de folículos pré-antrais morfologicamente normais e mantida a viabilidade folicular em 
fragmentos ovarianos após vitrificação, quando comparado com outras técnicas de vitrificação 
como de superfície sólida e macrotubo (CARVALHO et al., 2011). Esta técnica permite o uso 
de menor volume de solução de vitrificação, além de possibilitar a vitrificação simultânea de 
vários fragmentos. 
A utilização da espécie bovina nesta pesquisa é significativa para a pesquisa básica e 
aplicada. Para pesquisa básica com a finalidade de aprimorar conhecimento fisiológico e 
morfológico do ovário na espécie bovina. Na pesquisa aplicada a fim de utilizar fetos é de 
grande interesse, pois técnicas de preservação de material genético de animais, como a 
vitrificação de tecido ovariano com uso de antioxidantes pode também ser utilizada em outras 
espécies, como nas espécies em risco de extinção ou de alto valor zootécnico, uma vez que os 
folículos ovarianos pré-antrais iniciais da espécie bovina quando vitrificados apresentam 
melhores índices de sobrevivência quando comparado com as fases de desenvolvimento 
folicular avançada (FIGUEIREDO et al., 2008). 
O desenvolvimento de protocolo e soluções para serem utilizadas em técnica de 
vitrificação, com objetivo de reduzir danos celulares causados pela técnica no congelamento e 
aquecimento é de grande relevância para a pesquisa e para o avanço da biotecnologia, bem 
como para a aplicação prática desta técnica na preservação de fêmeas. 
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Aspectos morfológicos de folículos pré-antrais inclusos em fragmentos ovarianos 
de fetos bovinos vitrificados com antioxidante resveratrol 
 
Resumo: Objetivou-se com este estudo avaliar a morfologia de folículos pré-antrais de 
ovários de fetos bovinos vitrificados com e sem resveratrol. Os ovários (n=18) foram 
fragmentados e distribuídos aos tratamentos controle (C), vitrificado sem resveratrol (SR) e 
vitrificado com resveratrol (CR) na concentração de 20 µM. Os folículos pré-antrais foram 
quantificados e classificados de acordo com a morfologia. O percentual de folículos normais 
diferiu entre os tratamentos (P < 0,05) de modo que o grupo de folículos vitrificados com 
resveratrol foi superior ao grupo dos vitrificados sem resveratrol. No grupo de folículos 
vitrificados com resveratrol a classe de folículos primordiais apresentou maior percentual (P < 
0,05) de folículos normais. Em contrapartida a classe de folículos secundários apresentou a 
menor porcentagem de folículos normais em ambos os tratamentos. Adicionalmente, foi 
observada uma associação negativa (P < 0,05) entre a proporção de folículos viáveis e o 
estágio de desenvolvimento folicular. A probabilidade de se encontrar folículos viáveis foi 
superior (P < 0,05) no grupo de folículos vitrificados na presença do antioxidante resveratrol e 
folículos primordiais do grupo com resveratrol apresentaram 2,5 vezes mais chance de 
viabilidade após a vitrificação. A chance de se observar folículos normais foi maior (P < 0,05) 
nas fases iniciais de desenvolvimento folicular. O diâmetro dos folículos de transição e seus 
respectivos ovócitos foi menor quando submetidos ao processo de vitrificação com resveratrol 
(P < 0,05). Na classe de folículos primários, os diâmetros foliculares e ovocitários foram 
semelhantes entre os grupos estudados. Os resultados nos permitem concluir que o resveratrol 
beneficiou a preservação de folículos ovarianos pré-antrais em fases iniciais de 
desenvolvimento quando submetidas ao processo de vitrificação/ aquecimento, uma vez que 
estes folículos inclusos em fragmentos de tecido ovariano de fetos bovinos apresentaram 
melhor morfologia celular na presença do antioxidante resveratrol, evidenciando seu efeito 
positivo na manutenção e viabilidade folicular sobre a membrana citoplasmática celular. 
 
Palavras-chave: Folículos pré-antrais.  Resveratrol. Vitrificação. 
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Morphological aspects of preantral follicles included in ovarian fragments of 
bovine fetuses vitrified with antioxidant resveratrol 
 
Abstract: The aim of this study was to evaluate the morphology of preantral follicles of 
ovaries of bovine fetuses vitrified with and without resveratrol. The ovaries (n = 18) were 
fragmented and distributed to control (C), vitrified without resveratrol (SR) and vitrified with 
resveratrol (CR) at the concentration of 20 ȝM. The preantral follicles were quantified and 
classified according to morphology. The percentage of normal follicles differed between 
treatments (P <0.05) so that the group of follicles vitrified with resveratrol was superior to the 
group of vitrified without resveratrol. In the group of follicles vitrified with resveratrol the 
class of primordial follicles had a higher percentage (P <0.05) of normal follicles. In contrast, 
the secondary follicle class had the lowest percentage of normal follicles in both treatments. 
In addition, a negative association (P <0.05) was observed between the proportion of viable 
follicles and the stage of follicular development. The probability of finding viable follicles 
was higher (P <0.05) in the group of vitrified follicles in the presence of the antioxidant 
resveratrol and primordial follicles of the group with resveratrol presented 2.5 times more 
chance of viability after vitrification. The chance of observing normal follicles was higher (P 
<0.05) in the early stages of follicular development. The diameter of the transitional follicles 
and their respective oocytes was lower when submitted to the vitrification process with 
resveratrol (P <0.05). In the primary follicle class, the follicular and oocyte diameters were 
similar among the groups studied. The results allow us to conclude that resveratrol benefited 
the preservation of preantral ovarian follicles in the early stages of development when 
submitted to the vitrification / warning process, since these follicles included in fragments of 
ovarian tissue of bovine fetuses presented better cellular morphology in the Presence of the 
antioxidant resveratrol, evidencing its positive effect on the maintenance and follicular 
viability on the cellular cytoplasmic membrane. 
 
Keywords: Preantral follicles. Resveratrol. Vitrification 
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1 Introdução 
 
A criopreservação de tecido ovariano apresenta diversas vantagens, entre as quais 
podemos citar a grande quantidade de ovócitos inclusos em folículos ovarianos e o fato dos 
folículos pré-antrais, em especial os primordiais, serem mais resistentes aos danos causados 
pela criopreservação (SHAW, 2000). Entre os processos de criopreservação a vitrificação tem 
se destacado por proporcionar maior viscosidade, impedindo formação de cristais de gelo no 
meio intracelular (SANTOS et al., 2007). 
A exposição de tecidos aos crioprotetores, a redução de temperatura e aquecimento 
podem desencadear danos celulares morfológicos e estruturais (DERMICI et al., 2001). 
Durante a vitrificação, a formação de espécies reativas de oxigênio pode ser gerada por meio 
de diferentes mecanismos, como o aumento metabólico oxidativo, estresse osmótico 
(CASTRO et al., 2011), ou mesmo alterações nos mecanismos de defesa celular como dos 
antioxidantes, que protegem as células da peroxidação lipídica (RIBEIRO et al., 2005). A 
presença de espécies reativas de oxigênio em excesso tende a causar alterações celulares 
como danos nas membranas celulares. Com objetivo de minimizar estes danos causados pelo 
processo de vitrificação/ aquecimento o uso de antioxidantes como catalase (CARVALHO et 
al., 2013 e resveratrol tem sido empregados visando reduzir a produção de espécies reativas 
de oxigênio (TAKEO et al., 2014).  
O resveratrol tem se destacado por apresentar propriedades farmacológicas de ação 
benéfica sobre os tecidos, é um antioxidante com ação anti-inflamatória, anticancerígena, 
neuroprotetora, cardioprotetora, entre outros (WANG et al., 2013). Além de modular e 
melhorar as defesas antioxidantes celulares por meio de ação direta ou indireta sobre as 
espécies reativas de oxigênio (LEE et al., 2010). Na vitrificação as espécies reativas de 
oxigênio parecem aumentar, principalmente após o aquecimento celular, uma vez que há a 
reintrodução do oxigênio nas células criopreservadas bem como a retomada das reações de 
oxidação e redução, culminando com a produção de espécies reativas de oxigênio, 
evidenciando a necessidade do aumento das defesas antioxidantes após o aquecimento celular 
(GIARETTA et al., 2013). 
Segundo Diniz et al. (2005) ovários de fetos bovinos acima de 180 dias de gestação 
apresentam folículos pré-antrais em todos os estágios de desenvolvimento o que possibilita a 
avaliação dos efeitos da vitrificação em todos estes estágios. Uma das técnicas eficientes para 
se avaliar o efeitos dos processos de criopreservação de tecidos é a histologia clássica, por ser  
prática, eficiente e de baixo custo (FABRI et al., 2014) As secções histológicas são utilizadas 
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para avaliar a morfologia e a viabilidade do tecido ovariano após vitrificação/ aquecimento, 
além de permitir a classificação folicular quanto ao desenvolvimento (primordial, transição, 
primários e secundário). 
Na literatura não há estudos sobre a vitrificação de fragmentos ovarianos de fetos 
bovinos associados ao antioxidante resveratrol. Desta forma, objetivou-se com este estudo 
avaliar a morfologia de folículos ovarianos pré-antrais de fetos bovinos após os 
procedimentos de vitrificação/ aquecimento associada ou não ao resveratrol. 
 
 
2 Material e Métodos 
 
2.1 Coleta dos Ovários 
 
Ovários de fetos bovinos (n = 18) a partir de 180 dias de gestação foram obtidos de 
frigorífico local. A idade dos fetos foi determinada pela distância em centímetros da 
articulação atlanto-occiptal e a inserção da cauda (REXOARD et al., 1974). Após a coleta, os 
ovários foram lavados em álcool 70% por 10 segundos, em seguida lavados duas vezes em 
PBS e transportados em caixa isotérmica a temperatura de 4ºC, por até 2 horas. 
 
 
2.2 Preparação das amostras  
 
No laboratório os ovários foram cortados ao meio e a fragmentação do córtex ovariano 
originou fragmentos de 3 mm x 3mm x 1mm. Foram distribuídos 6 fragmentos/ réplica aos 
seguintes grupos: controle (C), sem resveratrol (SR) e com resveratrol (CR), realizado 3 
réplicadas. Uma parte dos fragmentos (n=2) do grupo controle foi fixada em paraformaldeído 
4% por 3 horas e em seguida fixada em álcool 70% para análise de histologia clássica e outra 
parte (n=4) reservada para outras análises. Os fragmentos dos grupos vitrificados (n=6) e 
vitrificados com resveratrol (n=6) passaram por processo de vitrificação antes da fixação em 
paraformaldeído 4% por 3 horas e fixação em álcool 70% (CARVALHO et al., 2014). 
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2.3 Vitrificação e aquecimento  
 
O processo de vitrificação de fragmentos ovarianos envolveu o equilíbrio das amostras 
em duas soluções de vitrificação (SV) com diferentes concentrações de crioprotetores 
(CARVALHO et al., 2014). A solução 1 (SV1) continha TCM199 suplementado com 10 mg/ 
mL de Albumina Sérica Bovina (BSA), 0,25 M de sacarose, 10% de EG e 10% DMSO. A 
solução 2 (SV2) foi composta por TCM199 suplementado com 10mg/ mL Albumina Sérica 
Bovina (BSA), 0,25 M de sacarose, 20% de EG e 20% DMSO. O tratamento com resveratrol 
SV1Res utilizou as mesmas soluções de base (SV1) com o acréscimo do antioxidante 20 µM 
resveratrol (TAKEO et al., 2014). Do mesmo modo SV2Res composto por SV2 e adicionado 
20 µM resveratrol. Os fragmentos foram expostos a SV1 e SV1Res, respectivamente grupo 
sem resveratrol (SV1) e com resveratrol (SV1 Res), durante 4 minutos e em seguida expostos 
a SV2/ SV2Res durante 1 minuto, todo os procedimentos realizados a temperatura ambiente. 
Em seguida os fragmentos foram envasados em bainhas francesas com SV2 que foram  
vedadas com massa acrílica. As palhetas foram expostas ao vapor de nitrogênio por 5 minutos 
(-30ºC) e mergulhadas em nitrogênio líquido por 1 minuto em seguida armazenadas em 
nitrogênio líquido (-196ºC) durante uma semana (TING et al., 2011). 
Para o aquecimento, as amostras foram expostas a temperatura ambiente a 25ºC por 30 
segundos e em seguida imersas em banho-maria a 37ºC durante 1 minuto. Após o 
aquecimento, o grupo de fragmentos vitrificados sem o resveratrol foi submetido à remoção 
da solução de vitrificação por meio de solução de lavagem (SL), realizada em 3 etapas: I) 
TCM199 + 3 mg/ mL de BSA +0,5M de sacarose, II) TCM 199 + 3 mg/ mL de BSA + 0,25 
M de sacarose, e III) TCM 199 + 3 mg/ mL de BSA. O grupo de fragmentos vitrificados com 
resveratrol também foi submetido à remoção da solução de vitrificação como a anterior, sendo 
que a solução de lavagem I foi acrescida 20 µM resveratrol, II) TCM 199 + 3 mg/ mL de BSA 
+ 0,25 M de sacarose, e III) TCM 199 + 3 mg/ mL de BSA. Os fragmentos ficaram por 5 
minutos em cada etapa em ambos os grupos (CARVALHO et al., 2014). Após aquecimento 
os fragmentos foram incubados por 24 horas em placas de 24 poços contendo 500 µL de meio 
TCM 199 suplementado com gentamicina (1µL/mL), em temperatura ambiente (25ºC) (DAI 
et al., 2015). 
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2.4 Histologia clássica 
 
Os fragmentos foram fixados em paraformaldeído a 4%, em álcool 70% e 
encaminhados para análise de histologia clássica e após inclusão em parafina os fragmentos 
foram seccionados serialmente a 7 µm de espessura (ALVES et al., 2015) e corados com 
hematoxilina e eosina (HE). As lâminas foram analisadas utilizando microscopia de luz 
(Nikon, Japão) em aumento de 400x e imagens capturadas pelo Leica Software Imaging, 
Wetzlar, Alemanha.  
Os folículos foram classificados em normais quando o ovócito e nucléolo estavam 
preservados e circundados por células da granulosa organizadas em uma ou mais camadas e 
os folículos degenerados (anormais) aqueles que apresentaram citoplasma do ovócito retraído 
ou desorganizado, com células da granulosa separada da membrana basal e ovócito com 
núcleo picnótico (RODGERS; IRVING-RODGERS, 2010). Os folículos pré-antrais foram 
quantificados e classificados de acordo com a fase de desenvolvimento em primordial 
(ovócito rodeado por uma camada de células da granulosa achatadas com forma elíptica), 
transição (uma camada de células da granulosa achatada e cuboides), primário (uma camada 
completa de células da granulosa cuboides e todo o ovócito com aspecto esférico) e 
secundário (ovócito com zona pelúcida rodeado por duas ou mais camadas de células da 
granulosa cuboides) (FIGUEIREDO et al., 1993) 
Foram medidos apenas diâmetro dos folículos pré-antrais incluosos em fragmentos 
ovarianos de fetos bovinos morfologicamente normais. A medida foi calculada a partir da 
média de dos eixos perpendiculares de cada estrutura (folículo e ovócito) através do programa 
computacional Las Ez aumento de 400x. Todas as avaliações e medições foram realizadas 
pelo mesmo operador. 
 
 
2.5 Análise estatística 
 
As análises estatísticas foram realizadas por meio do programa computacional Sigma 
Plot 11.0 (Systat Software Inc, San Jose, California, EUA). Os dados que não apresentaram 
distribuição normal (teste de Shapiro-Wilk) foram submetidos à transformação logarítmica. 
As variáveis paramétricas (diâmetro folicular e ovocitário, razão diâmetro folicular/ovocitário 
e percentual médio de folículos normais) foram comparadas entre os tratamentos pelo teste 
de Kruskal-Wallis.  
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A análise de regressão linear avaliou a associação entre porcentagem de folículos 
normais e classe folicular. Em adição, a razão de chances (Odds Ratio) foi determinada para 
avaliar a influência da classe folicular sobre a porcentagem de folículos normais após a 
vitrificação com resveratrol. Os dados foram apresentados na forma de média (± erro padrão 
da média) e percentagem e os resultados considerados significativos quando P < 0,05. 
 
 
3 Resultados 
 
Foram avalidos 2 fragmentos/ réplica/ grupo, totalizando 53.559 folículos distribuídos 
em 881 secções histológicas. O percentual médio de folículos normais diferiu entre os 
tratamentos (P < 0,05) de modo que o grupo de folículos vitrificados com resveratrol foi 
superior ao grupo dos vitrificados sem resveratrol. Além disso, a proporção de folículos 
normais vitrificados com resveratrol foi superior nas classes primordial, transição e primário 
quando comparado com o grupo vitrificado sem resveratrol (Tabela 1). No grupo de folículos 
vitrificados a proporção de folículos normais foi maior (P < 0,05) nas classes dos folículos 
primordiais e de transição. Já no grupo de folículos vitrificados com resveratrol a classe de 
folículos primordiais apresentou maior proporção (P < 0,05) de folículos viáveis. Em 
contrapartida a classe de folículos secundários apresentou a menor proporção de folículos 
normais nos tratamentos avaliados. 
 
Tabela 1 – Percentual médio (± epm) de folículos pré-antrais normais de ovários de fetos 
bovinos de acordo com a classe de desenvolvimento folicular nos diferentes tratamentos. 
  Primordial Transição Primário Secundário Total 
Controle 68,3 ± 1,2Aab 71,4 ± 2,1 Aa 68,4 ± 3,2 Aab 57,9 ± 6,2 Ab 68,1 ± 1,2 A 
Vitrificado 33,5 ± 1,8 Ba 32,7 ± 2,5 Ba 21,1 ± 2,8 Bb 11,9 ± 3,1 Bb 32,8 ± 1,7 B 
Resveratrol 57,0 ± 1,4 Ca 49,8 ± 2,5 Cb 45,1 ± 3,3 Cb 17,5 ± 2,9 Bc 56,1 ± 1,4 C 
   A, B, C na mesma coluna diferem entre si (P < 0,05) 
   a, b, c, na mesma linha diferem entre si (P < ,05) 
 
Adicionalmente, a análise de regressão linear considerando os folículos dos 
tratamentos vitrificado e vitrificado com resveratrol demonstrou uma associação negativa (P < 
0,05) entre a proporção de folículos viáveis e o estágio de desenvolvimento folicular (Figura 
1).  
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  Viabilidade  = 57,069  - (8,953 x classe folicular)
r = -0,25             R2 =0,06              P < 0,001
 
 
Figura 14 - Proporção de folículos pré-antrais viáveis nas diferentes classes de 
desenvolvimento folicular. Análise de regressão linear simples representada pela equação e 
pela linha. 
 
A análise de razão das chances (Odds ratio) entre os grupos de folículos vitrificados 
demonstrou que independente da classe folicular, a probabilidade de encontrar folículos 
viáveis foi 2,5 vezes superior (P < 0,05) no grupo de folículos vitrificados na presença do 
antioxidante resveratrol (Tabela 2). Na comparação entre classes foliculares, observou-se que 
folículos primordiais do grupo com resveratrol apresentaram 2,5 vezes (P < 0,05) mais chance 
de viabilidade após a vitrificação. Em adição as classes de folículos em desenvolvimento 
vitrificados na presença de resveratrol também apresentaram maiores chances de viabilidade 
em comparação ao grupo de folículos vitrificados.  
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Tabela 2 – Razão de chances (Odds ratio) para viabilidade folicular nas diferentes classes 
foliculares dos grupos vitrificado e vitrificado com resveratrol 
        OR: Odds ratio                 IC: Intervalo de confiança                 Valor-P (P < 0,005) 
 
 
A razão das chances para viabilidade folicular entre as classes foliculares dentro do 
grupo de folículos vitrificados com resveratrol demonstrou que a chance de se observar 
folículos normais é maior (P < 0,05) nas fases iniciais de desenvolvimento folicular (Tabela 
3). Sendo assim, a maior chance foi observada quando comparadas as classes de folículos 
primordiais com a de secundários. 
 
Classe folicular Grupos  Viabilidade  OR IC - 95% Valor-P 
  Vitrificado 29,4 (4043/13725)       
Primordial       vs. 
 
2,5 2,4 - 2,7 0,0001 
 
Vitrificado 
Resveratrol 
51,8 (7534/14544) 
   
      
 
Vitrificado 31,1 (366/1175) 
   
Transição        vs. 
 
2,1 1,7 - 2,5 0,0001 
 
Vitrificado 
Resveratrol 
48,8 (416/ 851) 
   
      
 
Vitrificado 22,1 (92/ 415) 
   
Primário        vs. 
 
2,7 2,0 - 3,7 0,0001 
 
Vitrificado 
Resveratrol 
43,8 (171/390) 
   
      
 
Vitrificado 10,1 (16/157) 
   
Secundário        vs. 
 
2,4 1,3 - 4,4 0,0052 
 
Vitrificado 
Resveratrol 
21,5 (51/237) 
   
      
 
Vitrificado 29,1 (4517/15472) 
   
Total        vs. 
 
2,5 2,4 - 2,6 0,0001 
  
Vitrificado 
Resveratrol 
 
51,0 (8172/16022) 
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Tabela 3 - Razão das chances (Odds ratio) para viabilidade folicular após vitrificação com 
resveratrol 
Classes foliculares Viabilidade % OR IC - 95% Valor-P 
Primordial 51,8 (7534/14544)       
     vs. 
 
1,1 0,9 - 1,2 0,1052 
Transição 48,8 (416/851) 
   
     
Primordial 51,8 (7534/14544) 
   
     vs. 
 
1,4 1,1 - 1,6 0,0023 
Primário 43,8 (171/390) 
   
     
Primordial 51,8 (7534/14544) 
   
     vs. 
 
3,9 2,8 - 5,3 0,0001 
Secundário 21,5 (51/237) 
   
     
Transição 48,5 (416/851) 
   
     vs. 
 
1,2 0,9 - 1,5 0,1121 
Primário 43,8 (171/390) 
   
     
Transição 48,8 (416/851) 
   
     vs. 
 
3,4 2,4 - 4,8 0,0001 
Secundário 21,5 (51/237) 
   
     
Primário 43,8 (171/390) 
   
     vs. 
 
2,8 1,9 - 4,1 0,0001 
Secundário 21,5 (51/237)       
      OR: Odds ratio                  IC: Intervalo de confiança                  Valor-P (P < 0,005) 
  
 
As médias dos diâmetros dos folículos primordiais foram semelhantes (P > 0,05) nos 
grupos controle, vitrificado e vitrificado com resveratrol (Tabela 4). Em contrapartida, o 
diâmetro dos folículos de transição e seus respectivos ovócitos foram menores quando 
submetidos ao processo de vitrificação com resveratrol (P < 0,05). O que não foi observado 
para os folículos primários. 
 
65 
 
 
Tabela 4 – Média (± epm) dos diâmetros dos folículos e ovócitos das diferentes classes 
foliculares nos tratamentos controle, vitrificado e vitrificado com resveratrol. 
  Primordial Transição Primário 
 
Folículo Ovócito Folículo Ovócito Folículo Ovócito 
 
Controle 
30,3 ± 1,8 A 26,4 ± 1,0A 33,5 ±1,9 A 25,3 ± 1,7 A 33,9 ± 2,0 A 22,1 ± 1,7 A 
       
Vitrificado 30,9 ± 0,7A 26,8 ± 0,8 A 36,0 ± 0,7 A 27,9 ± 0,7 A 35,2 ± 0,9 A 18,8 ± 0,7 A 
       
Vitrificado+ 26,3 ± 1,1A 21,5 ± 1,2 B 28,5 ± 1,6 B 20,4 ± 1,0 B 31,8 ± 1,8 A 19,6 ± 1,3 A 
Resveratrol 
      
  A, B na mesma coluna diferem entre si (P < 0,05) 
 
 A razão diâmetro folicular e ovocitário foi analizada (Tabela 5). Na comparação entre 
os grupos controle, vitrificado e vitrificado com resveratrol na classe de folículos primordiais 
não houve diferença (P > 0,05) na razão (folículo/ ovócito). Esta proporção na classe de 
folículos de transição foi menor (P < 0,05) no grupo de folículos vitrificados com resveratrol 
em relação do grupo vitrificado sem resveratrol. Por outro lado, os folículos primários do 
grupo vitrificado apresentaram maior razão (P < 0,05) comparado aos tratamentos controle e 
vitrificado com resveratrol. 
 
 
Tabela 5 – Razão (± epm) das médias dos diâmetros folicular e ovocitário nos tratamentos 
controle, vitrificado e vitrificado com resveratrol 
 
  Primordial Transição Primário 
Controle 1,14 ± 0,04 A 1,34 ± 0,06 AB 1,56 ±0,04 A 
    
Vitrificado 1,15 ± 0,02 A 1,29 ± 0,02 A 1,89 ± 0,08 B 
    
Vitrificado + 
1,24 ± 0,03A 1,39 ± 0,02 B 1,63 ± 0,03 A 
Resveratrol 
     A, B na mesma coluna diferem entre si (P < 0,05) 
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4 Discussão 
 
Dentro de nosso conhecimento, este foi o primeiro trabalho que avaliou os efeitos da 
vitrificação de folículos pré-antrais de fetos bovinos associada ao resveratrol. A proporção de 
folículos normais diferiu entre os tratamentos de modo que o grupo de folículos vitrificados 
com resveratrol foi superior ao grupo dos vitrificados sem resveratrol, comprovando que a 
associação de agentes crioprotetores intracelulares DMSO e EG com antioxidante resveratrol 
preservou a morfologia após os processos de vitrificação/ aquecimento de folículos ovarianos 
pré-antrais de fetos bovinos. A formação de espécies reativas ao oxigênio aumenta após o 
aquecimento celular, uma vez que há reintrodução de oxigênio nas células criopreservadas, e 
a retomada das reações oxidação e redução, evidenciando a necessidade do aumento das 
defesas antioxidantes após o aquecimento celular (TATONE et al., 2010). Os antioxidantes 
permitem maior proteção às membranas plasmáticas, por agirem sobre as espécies reativas ao 
oxigênio como radical ânion superóxido (O2
-), peróxido de hidrogênio (H2O2), radical 
hidroxila (OH-) (BARROS et al., 2001) provenientes do processo de vitrificação/ aquecimento 
e do metabolismo celular. 
O resveratrol proporciona equilíbrio osmótico durante a vitrificação, especialmente no 
aquecimento (GIARETTA et al., 2013), momento em que o metabolismo celular foi 
restabelecido (CARVALHO et al., 2014), e que a integridade de membrana plasmática é 
imprescindível para a viabilidade celular (COURBIERE et al., 2005). O uso de resveratrol em 
ovócitos suínos durante a maturação, vitrificação e aquecimento ou 2 horas após aquecimento 
previne e inibi aos danos causados pela criopreservação (GIARETTA et al., 2013). Carvalho 
et al. (2014) propõem que a adição de antioxidantes em qualquer etapa da vitrificação/ 
aquecimento de fragmento de tecidos ovarianos pode prevenir a produção de espécies reativas 
de oxigênio causada pela criopreservação. 
No grupo de folículos vitrificados a proporção de folículos normais foi superior nas 
classes dos primordiais e de transição, enquanto que no grupo de folículos vitrificados com 
resveratrol a classe de folículos primordiais apresentou a maior proporção de viabilidade. De 
acordo com KAGAWA et al. (2009), os ovócitos imaturos presentes no interior dos folículos 
pré-antrais, principalmente os primordiais são mais resistentes ao processo de vitrificação/ 
aquecimento que ovócitos maduros. Para SHAW et al. (2000) isto ocorre devido às 
características como o tamanho do ovócito, baixa taxa metabólica, fase celular prófase I, 
ausência de zona pelúcida, ausência de grânulos corticais e pequena quantidade de lipídios 
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intracitoplasmáticos, o que poderia ter contribuido para melhorar a permeabilidade aos 
agentes crioprotetores e diminuir a formação de radicais livres. 
A classe de folículos secundários apresentou a menor proporção de folículos normais 
em ambos os tratamentos e a associação negativa entre a proporção de folículos viáveis e o 
estágio de desenvolvimento folicular confirma que o processo de criopreservação tende 
favorecer os folículos pré-antrais nas fases iniciais de desenvolvimento por serem folículos 
pouco diferenciados celularmente, corroborando com outros estudos (HOVATTA et al., 2005; 
VAJTA et al., 1998).  
Além disso, a análise de razão das chances (Odds ratio) entre os grupos de folículos 
vitrificados demonstrou, que independente da classe folicular a probabilidade de se encontrar 
folículos viáveis foi superior no grupo de folículos vitrificados na presença do antioxidante 
resveratrol. O antioxidante resveratrol tem sido uma alternativa a ser utilizada para melhorar 
índices na produção in vitro de embriões criopreservados, elevando taxa de sobrevivência e 
eclosão, após vitrificação/ aquecimento (SALZANO et al., 2014; COMIZZOLI et al., 2009).  
Na comparação entre classes foliculares, os folículos primordiais do grupo com 
resveratrol apresentaram 2,5 vezes mais chance de viabilidade após a vitrificação. Os 
folículos vitrificados com resveratrol demonstraram que a chance de se observar folículos 
normais é maior nas fases iniciais de desenvolvimento folicular, segundo (SILVA et al., 2002) 
fases iniciais de desenvolvimento folicular são mais resistentes a vitrificação/ aquecimento e 
metabolicamente menos ativos. 
Em relação à viabilidade folicular o uso deste antioxidante na concentração de 0,5 µM 
em meio de maturação está relacionado à alta taxa de blastocistos (43,5%) e baixa expressão 
de genes reguladores de apoptose como Bcl-2 e Caspase-3 (LEE et al., 2010). Soluções de 
aquecimento suplementadas com resveratrol (2 µM) reduziram os níveis de apoptose em 
ovócitos suínos após aquecimento (GIARETTA et al., 2013; KWAK; HYUM, 2012). Em 
bovinos, a maturação de ovócitos com resveratrol nas concentrações 0,1 - 1 e 10 µM 
aumentaram as concentrações intracelulares de glutationa (GSH), um dos sistemas de defesa 
antioxidante celular (WANG et al., 2013).  
As médias dos diâmetros dos folículos primordiais foram semelhantes nos grupos 
controle, vitrificado e vitrificado com resveratrol. Em contrapartida, o diâmetro dos folículos 
de transição e seus respectivos ovócitos foram menores quando submetidos ao processo de 
vitrificação com resveratrol. Segundo Luz et al. (2012) as alterações na permeabilidade da 
membrana celular podem levar ao aumento de água intracelular e consequentemente aumento 
do volume celular, além da presença de vacúolos citoplasmáticos e degeneração celular. Os 
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folículos e ovócitos retraem quando expostos a crioprotetores intracelulares (SANTIN et al., 
2009), devido à desidratação causada pela hiperosmolaridade do meio extracelular, pois a 
membrana celular é mais permeável à saída de água do que à entrada de crioprotetores 
(HOLT, 2000).  
A semelhança entre os diâmetros foliculares e ovocitários na classe dos folículos 
primários em todos os grupos de tratamento demonstra que o resveratrol proporcionou 
condições favoráveis para que os folículos tivessem entrada controlada de água e por isso se 
apresentaram menores na fase de transição, mas que na fase seguinte já recuperaram as taxas 
de crescimento observadas nos outros grupos. Este fato pode ter contribuído para a 
preservação da viabilidade folicular no grupo vitrificado com resveratrol. Durante o 
aquecimento é necessário a utilização de uma solução que atue como tampão osmótico para 
evitar a entrada rápida de água na célula e levar ao aumento exagerado de volume e danos 
celulares (SANTOS et al., 2006). A comunicação do ovócito e células da granulosa por 
aderência pode facilitar a recuperação do diâmetro destas estruturas, que expressam o gene 
SIRT 1 (EMIDIO et al., 2014; WANG et al., 2013) relacionado a biogênese mitocondrial e 
ativado pelo antioxidante resveratrol (KWAK; HYUM, 2012). Estudo anterior avaliou os 
benefícios do resveratrol na concentração de 20 µM em ovócitos bovinos e observou que este 
antioxidante regula a expressão de SIRT-1 em ovócitos, consequentemente o aumento no 
número de mitocôndrias e ATP em ovócitos maturados (TAKEO et al., 2014). 
É importante ressaltar que estudos sobre o uso de antioxidantes, especialmente o 
resveratrol, em processo de vitrificação/aquecimento auxiliam no desenvolvimento de novas 
técnicas na criopreservação de folículos ovarianos pré-antrais, principalmente de fetos 
bovinos, com a perspectiva de melhoramento genético, por meio de geração de descendentes 
férteis, além da redução de intervalo de gerações e com o genoma bem preservado.  
Os resultados nos permitem concluir que o resveratrol beneficiou a preservação de 
folículos pré-antrais em fases iniciais de desenvolvimento quando submetidas ao processo de 
vitrificação/ aquecimento, uma vez que estes folículos inclusos em fragmentos de tecido 
ovariano de fetos bovinos apresentaram melhor morfologia celular quando associados ao 
antioxidante resveratrol, evidenciando seu efeito positivo na manutenção e viabilidade 
folicular sobre a membrana citoplasmática celular. 
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Viabilidade tecidual e produção de espécies reativas de oxigênio de 
fragmentos ovarianos de fetos bovinos vitrificados com resveratrol 
 
Resumo: Objetivou-se com este estudo analisar a viabilidade tecidual e a produção de 
espécies reativas de oxigênio após os procedimentos de vitrificação/ aquecimento de 
fragmentos ovarianos de fetos bovinos associados ou não ao resveratrol. Foram fragmentados 
(3mm x 3mm x 1mm) ovários (n=18) de fetos bovinos e distribuídos aos tratamentos: controle 
(C), vitrificado sem resveratrol (SR) e vitrificado com resveratrol (CR) e realizado a análise 
em microscopia confocal com as sonda diacetato diclorofluoresceína (DCF) e iodeto de 
propídeo (IP). Os níveis de fluorescência emitidos pelo IP no grupo de fragmentos vitrificados 
com resveratrol foram semelhantes (P > 0,05) ao grupo controle. As EROs avaliadas pela 
probe DCF foram semelhantes entre os grupos vitrificado sem e com resveratrol. O grupo 
controle apresentou maior nível de fluorescência com DCF (P < 0,05) comparado aos outros 
grupos. A intensidade de fluorescência emitida com a utilização de ambas probes diminuiu (P 
< 0,05) com o aumento da profundidade tecidual analisada, confirmado pela análise de 
regressão linear. Houve associação positiva (P < 0,01) entre os níveis de células degeneradas 
e as taxas de espécies reativas de oxigênio produzidas nos tratamentos com diferentes 
profundidades do tecido ovariano, independentemente do tratamento e da profundidade 
tecidual. Todos os grupos apresentaram similaridade para os baixos níveis de EROs. A 
proporção de fragmentos com alto EROs foi superior (P < 0,05) no grupo controle comparado 
aos tratamentos de vitrificação. Conclui-se que a produção de EROs e viabilidade tecidudal 
por meio de análise de microscopia confocal  em fragmentos de tecido ovarianos após 
vitrificação associada ao antioxidante resveratrol  permitiu uma menor produção de EROs e 
maior viabilidade tecidual.  
 
Palavras-chave: Antioxidante. 2'7' diacetato diclorofluoresceína. Folículos pré-antrais. Iodeto 
de propídeo.  
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Tissue viability and oxidative produce reactive oxygen species of ovarian 
fragments of bovine fetuses vitrified with resveratrol 
 
Abstract:  The aim of this study was to analyze the tissue viability and the production of 
reactive oxygen species after the vitrification / warning procedures of ovarian fragments of 
bovine fetuses associated or not with resveratrol. Ovaries (n = 18) of bovine fetuses were 
fragmented and distributed to the treatments: control (C), vitrified without resveratrol (SR) 
and vitrified with resveratrol (CR), and confocal microscopy Probe diacetate 
dichlorodihydrofluorescein (DCF) and propidium iodide (PI). The fluorescence levels emitted 
by PI in the group of fragments vitrified with resveratrol were similar (P> 0.05) to the control 
group. The EROs evaluated by the DCF probe were similar between the vitrified groups 
without and with resveratrol. The control group presented a higher level of fluorescence with 
DCF (P <0.05) compared to the other groups. The intensity of fluorescence emitted with the 
use of both probes decreased (P <0.05) with the increase of tissue depth analyzed, confirmed 
by the linear regression analysis. There was a positive association (P <0.01) between 
degenerate cell levels and the rates of reactive oxygen species produced in treatments with 
different depths of ovarian tissue, regardless of treatment and tissue depth. All groups showed 
similarity to the low levels of ROS. The proportion of fragments with high EROs was higher 
(P <0.05) in the control group compared to the vitrification treatments. It was concluded that 
the production of EROs and tissue viability by means of confocal microscopy analysis in 
ovarian tissue fragments after vitrification associated with the antioxidant resveratrol, better 
cryopreserved the ovarian fragments, allowing a lower production of ROS and greater 
viability.  
 
Keywords: Antioxidants. 2'7' dichlorofluorescein diacetate. Preantral follicles. Propidium 
iodide.  
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1 Introdução 
 
A criopreservação de tecido ovariano tem sido uma estratégia para proteger a função 
ovariana de mulheres jovens com câncer dos efeitos tóxicos da quimioterapia e radioterapia. 
Além disso, esta técnica vem sendo difundida com o intuito de preservar os gametas de 
animais de alto valor genético ou em vias de extinção (FIGUEIREDO et al., 1993). 
Estudos têm sido realizados com objetivo de aprimorar o processo de criopreservação 
de gametas femininos de modo a obter melhor aproveitamento do potencial reprodutivo. Entre 
os métodos de criopreservação a vitrificação é considerada viável e eficiente para a 
criopreservação de tecido ovariano por apresentar altas taxas de sobrevivência de folículos 
pré-antrais ovarianos já estudados em roedores (FATEHI et al., 2013; WANG et al., 2011; 
HASEGAWA et al., 2006), ovinos (SANTOS et al., 2007), caprinos (CARVALHO et al., 
2011),bovino (BAO et al., 2010), suínos (HASHIMOTO et al., 2013), macacos (SUZUKI et 
al, 2012; YEOMAN et al., 2005) e seres humanos (KHOSRAVI et al, 2013; AMORIM et al., 
2012; SHEIKHI et al., 2011; DONNEZ et al., 2004). O efeito negativo do processo de 
criopreservação são os danos à estrutura celular decorrente da formação de espécies reativas 
de oxigênio EROs (AGARWAL et al., 2005) que são produzidas fisiologicamente pelo 
metabolismo celular. O excesso de EROs ou níveis de antioxidantes insuficientes torna-se 
prejudiciais às células, levando a oxidação de biomoléculas como proteínas, carboidratos e 
lipídeos, DNA e perda da homeostase celular ocasionando danos irreverssíveis e morte celular 
(GOMES; FERNANDES; LIMA, 2005). Com o objetivo de minimizar a produção de EROs 
tem sido utilizada substâncias antioxidantes nas soluções de vitrificação e/ou de aquecimento 
O antioxidante resveratrol, encontrado em frutas vermelhas, como casca de uva e 
amoras tem se destacado devido a sua capacidade de reduzir a produção de espécies reativas 
de oxigênio mitocondrial (DODE; SPRICIGO, 2014). Estudos comprovaram o efeito positivo 
do resveratrol na produção in vitro de embriões (LEE et al. 2010), na maturação de ovócitos 
antes da vitrificação (GIARETTA et al 2013), e na capacidade de elevar a taxa de 
sobrevivência e de eclosão após vitrificação/ aquecimento em ovócitos bovinos quando 
adicionado aos meios de cultivo (ABDEL-WAHAB, 2012). Há a possibilidade de que a 
associação do antioxidante resveratrol pode melhorar a integridade, viabilidade e promover 
redução de espécies reativas de oxigênio dos folículos pré-antrais de fetos bovinos após os 
procedimentos de vitrificação/ aquecimento.  
Existem vários métodos para avaliar o efeito da criopreservação associada a 
antioxidantes na preservação de folículos pré-antrais, porém, os testes rápidos podem poupar 
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tempo, viabilizar a técnica e o aproveitamento posterior da amostra de tecido ovariano. A 
identificação de EROs em análise em microscopia confocal por meio de sonda fluorescente 
tem sido utilizada com o objetivo de quantificar o estresse oxidativo de tecidos e folículos 
ovarianos após criopreservação (FABRI et al., 2014). As sondas fluorescentes são excelentes 
sensores de espécies reativas de oxigênio, devido a alta sensibilidade, aplicabilidade, 
simplicidade na coleta e análise de dados, além de apresentar alta resolução espacial em 
técnicas de imagem microscópica. 
Ovários de fetos bovinos acima de 180 dias de gestação apresentam folículos pré-
antrais em todos os estágios de desenvolvimento (primordial, transição, primário e 
secundário) o que possibilita a avaliação dos efeitos da vitrificação em todos estes estágios e o 
aproveitamento destes fragmentos pode representar um grande avanço no melhoramento 
genético da espécie.Não há relatos sobre a vitrificação de fragmentos ovarianos de fetos 
bovinos nem a associação do resveratrol para este procedimento na espécie desta forma, 
objetivou-se com este estudo analisar a viabilidade tecidual e a produção de espécies reativas 
de oxigênio após os procedimentos de vitrificação/ aquecimento associados ou não ao 
resveratrol de fragmentos ovarianos de fetos bovinos. 
 
 
2 Material e Métodos 
 
2.1 Coleta dos Ovários 
 
Ovários de fetos bovinos (n = 18) a partir de 180 dias de gestação foram coletados em  
frigorífico local. A idade dos fetos foi determinada pela distância em centímetros da 
articulação atlanto-occiptal e a inserção da cauda (REXOARD et al., 1974). Após a coleta, os 
ovários foram lavados em álcool 70% por 10 segundos, em seguida lavados duas vezes em 
PBS e transportados em caixa isotérmica a temperatura de 4ºC, por até 2 horas. 
 
 
2.2 Preparação das amostras  
 
No laboratório os ovários foram cortados ao meio e a fragmentação do córtex ovariano 
originou fragmentos de 3 mm x 3mm x 1mm. Foram distribuídos 4 fragmentos/ réplica aos 
seguintes grupos: controle (C), sem resveratrol (SR) e com resveratrol (CR), realizado 3 
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réplicadas. Os fragmentos dos grupos vitrificados e vitrificados com resveratrol passaram por 
processo de vitrificação antes da fixação em paraformaldeído 4% por 3 horas e fixação em 
álcool 70% (CARVALHO et al., 2014). 
 
 
2.3 Vitrificação e aquecimento  
 
O processo de vitrificação de fragmentos ovarianos envolveu o equilíbrio das amostras 
em duas soluções de vitrificação (SV) com diferentes concentrações de crioprotetores 
(CARVALHO et al., 2014). A solução 1 (SV1) continha TCM199 suplementado com 10 mg/ 
mL de Albumina Sérica Bovina (BSA), 0,25 M de sacarose, 10% de EG e 10% DMSO. A 
solução 2 (SV2) foi composta por TCM199 suplementado com 10mg/ mL Albumina Sérica 
Bovina (BSA), 0,25 M de sacarose, 20% de EG e 20% DMSO. O tratamento com resveratrol 
SV1Res utilizou as mesmas soluções de base (SV1) com o acréscimo do antioxidante 20 µM 
resveratrol (TAKEO et al., 2014). Do mesmo modo SV2Res composto por SV2 e adicionado 
20 µM resveratrol. Os fragmentos foram expostos a SV1 e SV1Res, respectivamente grupo 
sem resveratrol (SV1) e com resveratrol (SV1 Res), durante 4 minutos e em seguida expostos 
a SV2/ SV2Res durante 1 minuto, todo os procedimentos realizados a temperatura ambiente. 
Em seguida os fragmentos foram envasados em bainhas francesas com SV2 que foram  
vedadas com massa acrílica. As palhetas foram expostas ao vapor de nitrogênio por 5 minutos 
(-30ºC) e mergulhadas em nitrogênio líquido por 1 minuto em seguida armazenadas em 
nitrogênio líquido (-196ºC) durante uma semana (TING et al., 2011). 
Para o aquecimento, as amostras foram expostas a temperatura ambiente a 25ºC por 30 
segundos e em seguida imersas em banho-maria a 37ºC durante 1 minuto. Após o 
aquecimento, o grupo de fragmentos vitrificados sem o resveratrol foi submetido à remoção 
da solução de vitrificação por meio de solução de lavagem (SL), realizada em 3 etapas: I) 
TCM199 + 3 mg/ mL de BSA +0,5M de sacarose, II) TCM 199 + 3 mg/ mL de BSA + 0,25 
M de sacarose, e III) TCM 199 + 3 mg/ mL de BSA. O grupo de fragmentos vitrificados com 
resveratrol também foi submetido à remoção da solução de vitrificação como a anterior, sendo 
que a solução de lavagem I foi acrescida 20 µM resveratrol, II) TCM 199 + 3 mg/ mL de BSA 
+ 0,25 M de sacarose, e III) TCM 199 + 3 mg/ mL de BSA. Os fragmentos ficaram por 5 
minutos em cada etapa em ambos os grupos (CARVALHO et al., 2014). Após aquecimento 
os fragmentos foram incubados por 24 horas em placas de 24 poços contendo 500 µL de meio 
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TCM 199 suplementado com gentamicina (1µL/mL), em temperatura ambiente (25ºC) (DAI 
et al., 2015). 
 
 
2.4 Análise da viabilidade tecidual e nível de produção de EROS 
 
As amostras foram fixadas em DCF na concentração 10µM de 2'7' diacetato 
dichorodihidrofluoresceína (DCF; H2DCFDA, Sigma® - D6883) por 30 minutos. Em seguida 
as amostras foram coradas com iodeto de propídio (Sigma® – P-4170) na concentração 
100mg/mL em PBS por 15 minutos e fixadas em paraformaldeído 4% por 15 minutos e 
armazenadas ao abrigo da luz, em geladeira até leitura em microscopia confocal (Leica LSM 
710 Meta), por meio do programa computacional Zeiss, no aumento40 x 
Na avaliação as amostras (n=36) foram dispostas em lâmina, lamínula úmida e 
avaliadas com laser Argon 488 em comprimentos de onda apropriados para cada sonda, sendo 
DCF (Ȝ excitação= 488 nm e Ȝ emissão= 565 nm) e IP ((Ȝ excitação= 543 nm e Ȝ emissão= 
616 nm). Foram avaliados 4 fragmentos de cada tratamento para cada réplica e em todos os 
fragmentos foram analisadas imagens em 3D e a combinação das sondas. Cada fragmento 
passou por 3 avaliações gerando 10 secções por scaneamento microscópico confocal. 
A avaliação da oxidação intracelular mede a produção de peróxido de hidrogênio por 
meio de detecção intracelular de oxidação gerando coloração verde que varia de alta a baixa 
intensidade de acordo com o grau de oxidação (FABRI et al., 2014). As amostras foram 
avaliadas com cálculo da intensidade de fluorescência emitida em pixels A análise de 
integridade de membrana foi realizada com o corante iodeto de propídeo que permeia apenas 
membrana de células necrosadas, sendo que o corante reage com DNA e RNA citoplasmático, 
gerando fluorescência vermelha, já as células normais não fluorescem (IDZIOREK et al. 
1995).  
 
 
2.5 Análise estatística 
 
As análises estatísticas foram realizadas por meio do programa computacional Sigma 
Plot 11.0 (Systat Software Inc, San Jose, California, EUA). Os dados não apresentaram 
distribuição normal (teste de Shapiro-Wilk) foram submetidos a transformação logarítmica. O 
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teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para comparar os níveis de DCF e viabilidade tecidual 
(iodeto de propídeo) entre os tratamentos. 
A correlação entre espécies reativas de oxigênio e viabilidade folicular dentro dos 
tratamentos e em diferentes níveis de profundidade do tecido ovariano foram calculadas pelo 
teste de Spearman e a diferença entre os coeficientes de correlação foi realizada pelo teste de 
Fischer (Fischer r-to-z transformation). A análise de regressão linear avaliaou a associação 
dos níveis de espécies reativas de oxigênio e a da viabilidade tecidual com a profundidade do 
tecido ovariano. Os dados foram apresentados na forma de média (± erro padrão da média) e 
os resultados considerados significativos quando P < 0,05. 
 
 
3 Resultados 
 
Foram avaliados 36 fragmentos (distribuídos em 3 tratamentos). As imagens geradas a 
partir das avaliações dos níveis de espécies reativas de oxigênio (DCF), da viabilidade 
tecidual (iodeto de propídeo) e a combinação entre elas estão demonstradas na Figura 1. 
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Figura 1 - Imagens representativas de microscopia confocal de fragmentos ovarianos de fetos 
bovinos submetidos à vitrificação com e sem adição de resveratrol. (A; D; G) diacetato 
diclorofluoresceína – DCF - H2DCFDA, (B; E; H) iodeto de propídeo - IP e (C; F; I) a 
sobreposição das probes 
 
As intensidades de fluorescência nos diferentes tratamentos com as sondas DCF e IP 
estão demonstradas na figura 2.  
Os níveis de espécies reativas de oxigênio foram semelhantes entre os grupos 
vitrificados e vitrificados com resveratrol e ambos foram menores que o controle (Figura 2A). 
A viabilidade tecidual (IP) no tratamento vitrificado com resveratrol foi semelhante (P > 0,05) 
ao grupo controle (Figura 2B). 
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Figura 2 - Níveis de intensidades de fluorescência nos tratamentos: controle, vitrificado e 
vitrificado com resveratrol avaliado com as probes diaceto dihiclorofluoceína e iodeto de 
propídeo. (a; b) Diferem entre si (P < 0,05). 
 
 
A fluorescência emitida nos diferentes níveis de profundidade tecidual utilizando DCF 
e IP foi avaliada (Figura 3). De maneira geral a análise de regressão linear demonstrou que a 
intensidade de fluorescência emitida com a utilização de ambas probes diminuiu (P < 0,05) 
com o aumento da profundidade tecidual analisada (Figura A, B) 
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Figura 3 - A análise de regressão linear entre intensidade de fluorescência e a profundidade 
tecidual. Figuras A e B representam probes DCF e IP, respectivamente. 
 
 
A associação entre os níveis de células degeneradas e as taxas de EROs produzidas 
nos tratamentos com diferentes profundidades do tecido ovariano estão apresentadas (Tabela 
1). Independente do tratamento e da profundidade tecidual foi observada associação positiva 
(P < 0,01) entre as variáveis analisadas. Adicionalmente, a correlação no grupo de fragmentos 
vitrificados com adição de resveratrol foi semelhante ao grupo controle (P > 0,05). Por outro 
lado, foi observada menor (P < 0,05) correlação no grupo de fragmentos vitrificados quando 
comparado ao grupo vitrificado com adição de resveratrol. 
 
 
 
 
µm µm 
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Tabela 1 – Coeficiente de correlação (r) das probes fluorescentes DCF e iodeto de propídeo 
em diferentes profundidades de tecido ovariano. 
 Coeficiente de correlação (r) 
 Profundidade tecido ovariano (µm) 
Tratamentos 0 - 25 26 - 50 51 - 75 75 - 100 Acima 
Controle 0,46** 0,55** 0,64** 0,81* 0,55** AB 
Vitrificado 0,41* 0,41* 0,48* 0,58+ 0,43** A 
Vitrificado+ 
Resveratrol 
0,64** 0,68** 0,51* 0,72+ 0,64** B 
    Valores diferem (+ P = 0,1 - * P < 0,01 - ** P < 0,001). 
      A, B Diferem entre si, na mesma coluna (P < 0,05). 
 
Os parâmetros da intensidade de fluorescência verificada com a probe DCF foram 
interpretados como níveis proporcionais de espécies reativas de oxigênio (Tabela 2) e estes 
níveis foram classificados em baixo, médio e alto, nos diferentes grupos de tratamento. Os 
grupos de tratamento apresentaram similaridade para os baixos níveis de espécies reativas de 
oxigênio. Entretanto quando os níveis foram considerados medianos o grupo vitrificado com 
resveratrol foi maior (P < 0,05) comparado aos outros tratamentos. A proporção de 
fragmentos com alto nível de espécies reativas de oxigênio foi superior no grupo controle 
comparado aos tratamentos de vitrificação. Quando o nível de intensidade foi baixo o grupo 
vitrificado resveratrol apresentou a menor emissão de intensidade de fluorescência. Já a 
intensidade fluorescência média este mesmo grupo apresenta maior taxa de intensidade 
fluorescência de emissão.  
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Tabela 2 – Diferentes níveis de intensidade de flurescência relativos à emissão da probe DCF 
nos tratamentos controle, vitrificado e vitrificado com resveratrol, de acordo com os níveis 
baixo, médio e alto. 
         Intensidade de Fluorescência (Pixels) 
Tratamentos Baixo Médio Alto 
Controle 47,4 (55/116) AB 30,1 (35/116) A 22,4 (26/116) A 
Vitrificado 58,7 (67/114) A 33,3 (38/114) A 7,8 (9/114) B 
Vitrificado+ 
Resveratrol 
44,7 (51/114) B 45,6 (52/114) B 9,6 (11/114) B 
 A, B Diferem entre si, na mesma coluna (P < 0,05). 
 
 
 
 
4 Discussão 
 
Não há até o momento relatos sobre a vitrificação de fragmentos ovarianos de fetos 
bovinos nem a associação do resveratrol para este procedimento na espécie. Os sistemas de 
análises computadorizadas de imagens determinam alta repetibilidade das avaliações e são 
precisos, rápidos e objetivos. Os métodos fluorescentes têm sido utilizados como método de 
diagnóstico ou de triagem em tecidos devido a sua alta sensibilidade (SUZUKI et al., 1997) 
utilizado em folículos pelos pesquisadores (LUNARDI et al., 2015; TAKEO et al., 2014; 
LUNARDI et al., 2012) e em tecidos ovarianos (FABRI et al., 2014; KAGAWA et al., 2009; 
SANTOS et al., 2007). 
A viabilidade tecidual do grupo vitrificado com adição de resveratrol foram 
semelhantes ao controle. O corante iodeto de propídeo tem a propriedade de marcar o DNA 
celular e devido ao seu elevado peso molecular, não atravessa facilmente membranas íntegras 
(WANG et al., 2008), bem como não marcam células apoptóticas sem que apresentem 
alterações na permeabilidade da membrana plasmática (GAWALITTA et al., 2004), como 
ocorre nos estágios finais da apoptose (LUNARDI et al 2012). O acréscimo do antioxidante 
resveratrol elevou a proteção da membrana celular dos fragmentos vitrificados, impedindo a 
Nível EROs (%) 
Baixo: < 62,9 
Médio: 63 a 103 
Alto: > 103,1 
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entrada do marcador IP, reduzindo os efeitos prejudiciais da peroxidação lipídica da 
membrana celular provocada pelo estresse oxidativo e processo de criopreservação 
(FREMONT, 2000).  
O resveratrol é um antioxidante natural associado à longevidade, o seu potencial 
terapêutico vem sendo estudado em muitas áreas como cardiologia, oncologia, infectologia e 
em biotecnologia celular e, em especial, na reprodução (GIRATTA et al., 2013). Segundo 
Sato et al. (2014) a adição de 20 µM de resveratrol em meio de maturação melhora a 
qualidade de ovócitos em suínos e ativa a expressão do gene SIRT1 presente em folículos pré-
antrais ovarianos, ovócitos, células da granulosa e blastocistos (WANG et al., 2013), além de 
proporcionar efeitos positivos como renovação e manutenção de mitocôndrias saudáveis. 
Os níveis de EROs avaliados pela probe DCF foram semelhantes entre os grupos 
vitrificados e vitrificados com resveratrol. Além disso, o grupo controle apresentou maior 
(P<0,05) nível de fluorescência com DCF comparado aos demais grupos. Foi o que ocorreu 
em maior proporção no grupo controle, que não teve contato com resveratrol, que poderia 
minimizar a formação de peróxido de hidrogênio no tecido. 
O grupo diacetato, por ser apolar, se difunde facilmente através da membrana celular e 
no meio intracelular é hidrolizado por esterases intracelulares, deixando livres as moléculas de 
DCFH. Estas, por serem polares, proporcionam um excelente substrato ao peróxido de 
hidrogênio gerado em excesso, provavelmente, devido ao estresse metabólico (SILVEIRA, 
2004) e ao processo de criopreservação (TATEMOTO et al., 2004) que se tornam 
fluorescentes na presença de peróxidos oxidativos. A intensidade de fluorescência está 
relacionada a quantidade de peróxidos presentes no tecido (CARVALHO 2014; FABRI et al., 
2014). Foi o que ocorreu em maior proporção no grupo controle, que não teve contato com o 
antioxidante resveratrol, que poderia minimizar a formação de peróxido de hidrogênio no 
tecido. 
A intensidade de fluorescência emitida com a utilização de ambas probes diminuiu 
com o aumento da profundidade tecidual, em todos os grupos avaliados. Segundo Figueiredo 
et al. (1993) o parênquima de ovários fetais é menos fibroso do que ovários adultos, o que 
poderia facilitar a permeabilidade do tecido aos agentes crioprotetores intracelulares e 
permitir redução de choque osmótico na presença de sacarose (TING et al., 2015).  
Considerando os níveis percentuais medianos de espécies reativas de oxigênio do 
grupo vitrificado com resveratrol, notou-se que o antioxidante proporcionou restabelecimento 
metabólico equilibrado após o aquecimento. A suplementação de meios de maturação in vitro 
e procedimento de vitrificação/ aquecimento com resveratrol pode modular o processo de 
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apoptose, melhorando a resistência dos ovócitos às espécies reativas de oxigênio (GIRATTA 
et al., 2013) e aos danos induzidos pela criopreservação (FAUSTINO et al., 2011). O efeito 
benéfico do resveratrol sobre a vitrificação de tecidos cultivados in vitro está relacionado à 
sua atividade antioxidante, que mantem a viabilidade celular por protegê-las contra lesões 
oxidativas. Os altos níveis de espécies reativas de oxigênio são o principal fator prejudicial 
para o desenvolvimento celular in vitro (CARVALHO et al., 2013). 
Conclui-se que a produção de EROs e viabilidade tecidudal por meio de análise de 
microscopia confocal em fragmentos de tecido ovariano após vitrificação associada ao 
antioxidante resveratrol preservou melhor os fragmentos ovarianos, permitindo uma menor 
produção de EROs e maior viabilidade tecidual.  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
O desenvolvimento de protocolo de soluções de vitrificação, com intuito de reduzir 
danos celulares causados pela técnica na criopreservação e aquecimento é de grande 
relevância para a pesquisa e para o avanço da biotecnologia, bem como para a aplicação 
prática desta técnica em material genético de fêmeas. 
A utilização de fetos bovinos é relevante na pesquisa básica e aplicada com objetivo 
de aprimorar conhecimentos morfológicos e fisiológicos da reprodução animal. O uso de fetos 
bovinos na biotecnologia animal permite melhoramento genético, o encurtamento de gerações 
de descendentes férteis, formação de banco genético e preservação da espécie.  
O resveratrol beneficiou a preservação de folículos ovarianos pré-antrais em fases 
iniciais de desenvolvimento quando submetidas ao processo de vitrificação/ aquecimento, 
uma vez que estes folículos inclusos em fragmentos de tecido ovariano de fetos bovinos 
apresentaram melhor morfologia celular quando associados ao antioxidante resveratrol, 
evidenciando seu efeito positivo na manutenção e viabilidade folicular sobre a membrana 
citoplasmática celular. 
A produção de EROs e viabilidade tecidudal por meio de análise de microscopia 
confocal utilizando as probes DCF e IP em fragmentos de tecido ovarianos após vitrificação 
associada ao antioxidante resveratrol preservou melhor os fragmentos ovarianos, permitindo 
uma menor produção de espécies reativas de oxigênio e maior viabilidade através da 
manutenção da membrana citoplasmática celular. 
Neste estudo a associação do antioxidante resveratrol às soluções de vitrificação/ 
aquecimento em fragmentos de tecido ovariano de fetos bovinos apresentou melhor 
morfologia e viabilidade de folículos pré-antrais. 
 
 
